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Uber niedere Erdphycomyceten Australiens 


Von 
RIcHARD HARDER und ESTHER GALLWITZ-UEBELMESSER 


Mit 1 Textabbildung 
(Eingegangen am 6. Juni 1958) 


Den Arbeiten des Géttinger Pflanzenphysiologischen Instituts iber 
Entwicklungsgeschichte, geographische Verbreitung und Physiologie 
niederer, bodenbewohnender Phycomyceten, hauptsachlich der Chytri- 
diales (wesentlichste Literatur bei ScHoxz 1958b), fiigen wir mit den nach- 
stehenden Beobachtungen eine Untersuchung iiber das Vorkommen 
dieser Pilze in Australien an. Literaturangaben dariiber sind uns nicht 
bekannt geworden; jedoch schreibt Sparrow (1943) allgemein iiber die 
wasserbewohnenden Phycomyceten ,,scattered accounts from more 
remote localities, Australia for example, seem further to confirm their 
ubiquity“. 

Herkunft des Materials 


Es standen uns 34 Bodenproben aus West- und Sidaustralien, Tas- 
manien, New-South-Wales und Queensland zur Verfiigung?. 


Methodik 


Die Bodenproben wurden uns in luftdichten Aluminiumdosen gesandt und 
wurden sofort nach Ankunft verarbeitet oder zunachst ungedffnet in einem Kihl- 
raum aufgehoben. Zur Untersuchung wurde eine stets gleichgroBe Messerspitze 
Erde in 2 Petrischalen mit sterilem Wasser aufgeschwemmt; die eine Schale wurde 
mit sterilen Stiickchen von Stroh, Cellophan, Hanf- und Leinsamen, Fliegenbeinen, 
Kuhhaaren und Ameisenpuppen beschickt; in die andere Schale kamen sterile Pinus- 
Pollenkérner. Diese beiden Schalen stellen zusammen ,,einen Ansatz‘ dar. Die 
Schalen wurden in dunklen Thermostaten bei 22°C aufgestellt. Nach einigen 


1 Fir die Beschaffung der Bodenproben sind wir besonders Herrn Dr. R.J.SwaBy, 
Soils Division C.8.I.R.O0., Waite Institution, Adelaide, South-Australia, zu aller- 
groBtem Dank verpflichtet. Er war so licbenswiirdig, uns nicht nur selbst Material 
zu sammeln, sondern er hat auch 14 australische Institute veranlaBt, uns Boden- 
proben zu schicken. Die Sendungen trugen zum Teil nur den Namen des ab- 
sendenden Instituts, so daB wir leider nicht allen freundlichen Sammlern nament- 
lich danken kénnen. Es befinden sich unter ihnen 8. M. BromrreLp/Canberra, 
ButLeR/Deliniquin, I. Grorgn/Mt. Burr, F. R. Grppons/Kew, Joun Lovepay/ 
Hobart/Tasmania, Rose Musutn/Melbourne, C. A. PaRKER/Nedlands, C. R. von 
SrimaLiTz/Brisbane. Thnen und allen anderen, die geholfen haben, danken wir 
auch an dieser Stelle verbindlichst. 
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Tagen siedelten sich die im Boden vorhandenen Pilze auf den Kédern an, die dann 
wochenlang beobachtet wurden. Wichtig ist, daB die Kéder an der Wasserober- 
flache schwimmen (vgl. Scuonz 1958b). Von jeder Bodenprobe wurden gleich- 
zeitig oder nacheinander 10 Ansatze gemacht. 


Ergebnisse 
Die gefundenen Arten 


In Tab.1 sind die gefundenen Arten — systematisch nach SPARROW 
(1943) geordnet — zusammengestellt und durchnumeriert. Die Tabelle 
zeigt auBerdem durch die Zahlen hinter den Artnamen, wo die Art 
gefunden wurde. Die normalgedruckten Zahlen beziehen sich auf 
die 34 in Tab.2 angefiihrten Standorte; die fett gedruckte Zahl direkt 
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Abb. 1. Die in den 34 australischen Erdproben gefundenen Pilze. Die Héhe der Siulen gibt an, in 
wieviel Prozent der Proben die Pilze vorkamen 


hinter dem Artnamen gibt an, an wievielen der 34 Standorte im ganzen 
die Art vorkam. Auf die ,,Héufigkeit‘‘ H der Pilze kommen wir unten 
noch zu sprechen. 

Die Tabelle zeigt, daB die Chytridiales in weit gréBerer Artenzahl, 
nadmlich 34, vertreten waren als die ibrigen Ordnungen; von den Blasto- 
cladiales, Monoblepharidales und Lagenidiales wurden nur 7 Arten 
gefunden, von denen allein 5 zu den Lagenidiales gehérten. Die Perono- 
sporales waren mit Ausnahme von Pythiwm nur 1mal durch eine Art 
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(Pythvogeton utriforme) vertreten. Die Saprolegniales wurden zwar 
registriert, aber nicht bestimmt bis auf das nicht seltene Thraustochy- 
trium proliferum. In siimtlichen Boden waren sowohl septierte Hyphen 
héherer Pilze wie Pythien vorhanden. Fast ebenso hiufig waren Mucori- 
neen (nicht bestimmt), und auch die Mycelien nicht bestimmter Sapro- 
legniaceen kamen in mehr als der Halfte der Bodenproben vor. 

In Abb.1 ist graphisch dargestellt, in wieviel Prozent der Erdproben 
die einzelnen Arten vorkamen. Abgesehen von den Pythien, den septier- 
ten Hyphen und den Mucorineen war also Olpidiwm luxurians, das an 
91°/, der Standorte gefunden wurde, am haufigsten. Fast genau so ver- 
breitet waren Rhizophydium sphaerotheca, Rhizophydium carpophilum, 
Karlingia rosea und Olpidium pendulum. Olpidium longicollum fehlte 
dann schon an 25°/, der Standorte. Die Saéulen in der Abbildung sinken 
dann allmahlich ab bis zu Chytridium gibbosum, Petersenia irregulare und, 
Pythvogeton utriforme, die je nur in einer einzigen Erdprobe enthalten 
waren. 


Tabelle 1. Systematische Ordnung der gefundenen Arten 


Die Zahlen hinter der Art beziehen sich auf die 34 Standorte der Tab. 2; die 
fette Zahl gibt die Gesamtzahl der Fundstellen der Art an, die folgenden Zahlen 
die Nummern der einzelnen Standorte aus Tab. 2 (S.121). H = Haufigkeit be- 
zogen auf die Gesamtzahl der Ansatze (siehe Text). 


I. Chytridiales 


A. Olpidiaceae 

1. Olpidium endogenum (Braun) Schroter; 3: 9, 17, 20. H 0,9°/o. 

2. Olp. pendulum Zopf; 29: 1—5, 8—12, 1417, 19—31, 33, 34. H 23°/). 

3. Olp. luxurians (Tomaschek) Fischer; 81: 1—5, 7—18, 20—29, 32—34. 
jabato. ; 

4. Olp. aah Uebelmesser!; 26: 1—10, 12—15, 17—20, 22, 23, 26, 
27, 30, 31, 33, 34. H 14°/). 

5. Rozella irregularis (Butler) Sparrow; 2: 7, 10. H 0,9°/o. 

6. Roz. allomyces Foust; 7: 3, 16, 22, 23, 28—30. H 2°/p. 


B. Phlyctidiaceae 
7. Rhizophydium globosum (Braun) Rabenhorst; 11: 1, 3, 4, 6, 7, 15, 19, 
2123, 20. ELA), 
8. Rh. subangulosum (Braun) Rabenhorst; 13: 1—3, 5, 8, 11, 12, 16, 
20—22, 24, 27. H 6°/,. 
9. Rh. sphaerotheca Zopf; 80: 1—5, 7, 8, 10—25, 27—30, 32—34. H 21°/). 
10. Rh. macrosporum Karling; 7: 10, 20, 28, 30, 32—34. H 3°/. 
11. Rh. ampullaceum (Braun) Fischer; 19: 1—4, 9—14, 20—22, 25—28, 
33, 34. H 7°/,. 
12. Rh. haynaldti (Schaarschmidt) Fischer; 2: 2, 5. H 0,9°/. 
13. Rh. sphaerocarpum (Zopf) Fischer; 19: 1—7, 10, 11, 13—15, 17, 19, 
20, 22, 26, 30, 32. H 8°/). 
14. Rh. carpophilum (Zopf) Fischer ; 30: 1, 3—7, 9—17, 19—32, 34. H 24°/). 
15. Rh. minutum Atkinson; 7: 11, 13, 14, 19, 27, 32, 34. H 6°/). 


1 UzBELMESSDR (1956). 
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16. Rh. verrucosum Caipp; 8: 3, 5, 10, 21, 22, 25, 28, 33. H 2. 

17. Rh. gibbosum (Zopf) Fischer; 3: 12, 16, 25. H 0,9°/o. 

18. Rh. racemosum Gaertner!; 11: 1—5, 9, 12, 13, 18, 238, 27. H 4°/). 

19. Rh. utriculare Uebelmesser; 10: 3—5, 15, 17—19, 25, 32, 33. H 4°/). 

20. Phlyctochytrium laterale Sparrow; 16: 4—6, 9, 13, 15, 17, 19, 20, 22, 
DA 2b 21 2831d0,004 ee ELDe ee 

21. Phi. synchytrii Kohler; 21: 2, 4—8, 10, 11, 13, 15, 16, 18, 20, 21—27, 
34. H 9°/,. 

22. Phl. biporosum Couch; 22: 1, 3—6, 8, 9, 11, 13—16, 19—22, 25, 28—30, 
SP BB lal isp. 

23. Phi. nov. spec. RutnpotptT?; 24: 1—5, 7, 8, 11—13, 15, 17, 19—21, 
23, 25, 27—29, 32—34. H 13°/). 

24. Phl. palustre Gaertner!; 10: 1, 2, 5, 

25. Phil. spectabilis Uebelmesser*; 17: 2, 
AB ivi, Wares ee al hhh 


9, ie 21, 23, 28. H 4%}, 
5, 


6, 
3, a rite 12,14, 16195200 


. Rhizidiaceae 


26. Karlingia rosea Johanson; 30: 1—17, 19—25, 28—30, 32—34. H 25°/). 
27. K. granulata Karling; 10: 1—4, 8, 18, 20, 21, 32, 34. H 4°/). 
28. Rhizophlyctis petersenia Sparrow; 2: 14—17. H 0,9°/). 


D. Cladochytriaceae 


29. Cladochytrium tenue Nowakowski; 3: 6, 24, 32. H 0,9°/). 


E. Chytridiaceae 


30. Chytridium schenkii (Schenk) Scherffel; 5: 3, 4, 6, 20, 24. H 1,5°/). 
31. Ch. gibbosum Scherffel; 1: 18. H 0,6°/,. 
32. Catenochytridium carolianum Berdan; 7: 2, 5, 6, 15, 16, 28, 30. H 3,0°/). 


. Megachytriaceae 


33. Nowakowskiella elegans (Nowak) Schréter; 18: 1—5, 11, 12, 15—21, 
27, 28, 32, 33. H 8°). 
34. N. ramosa EK. J. Butler; 2: 2, 7. H 0,9°/). 


Blastocladiales 
Blastocladiaceae 


35. Allomyces arbusculus Emerson; 18: 3, 8, 10, 16, 17, 20, 22, 23, 27—30, 
33. H 6,5°/,. 


Monoblepharidales 
Hyphochytridiaceae 


36. Rhizidiomyces apophysatus Zopf; 5: 4, 8, 14, 18, 22. H 2° hf. 


Saprolegniales 
Thraustochytriaceae 


37. Thraustochytrium proliferum Sparrow; 7: 2. 7. 8. 14, 20, 25, 26. H PAT 


V. Lagenidiales 


Ol pidiopsidaceae 


38. Olpidiopsis saprolegniae (Braun) Cornu; 2: 1, 15. H 0,6°/). 

39. Petersenia irregulare (Constantineanu) as nov Sparrow; 1:32. 
H 0,3°/,. 

40. Pseudolpidium gracile Butler; 3: 6, 8, 17. H 0,9°/,. 


Lagenidiaceae 


41. Lagenidiwm rabenhorstii Zopf; 12: 1, 7, 8, 12, 16, 19—23, 27, 32. H4°)/,. 
42. Lagenidium pygmaeum Zopf; 4: 1, 14, 18, 33. H 1,4°/). 


1 GAERTNER (1955). * REINBOLDT (1951). * UEBELMESSER (1956). 
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VI. Peronosporales 
Pythiaceae 
43, Pythiogeton utriforme Minden; 1: 28. H 0,3°/o. 
VII. ohne nahere Bestimmung 
44. Saprolegniaceae (Saprolegniales) ; 19: 1—4, 7, 10, 12, 15—19, 21, 24 bis 
97, 3133. H7°/,. 
45. Pythien (Peronosporales) ; 34: 1—34. H 47°/). 
46. Mucorineae (Zygomycetales) ; 33: 1—30, 32—34. H 38°/p. 
47. Septierte Hyphen; 34: 1—34. H 47°/. 


AuBer der Feststellung, ob ein Pilz in einem bestimmten Boden vor- 
handen ist oder nicht, kann man auch noch die Dichte seines Vorkommens 
ermitteln. Von jeder Bodenprobe wurden ja 10 Ansatze in Petrischalen 
mit Kédern gemacht. Nicht jeder dieser Ansatze fithrte aber zu posi- 
tivem Ergebnis. Selbst bei einer so gemeinen Art wie Olpidium luxurians 
waren in keinem Fall die Kéder in allen 10 Ansiitzen eines Bodens 
befallen. Im Héchstfalle trat der Pilz in 8 der 10 Ansatze auf, meist in 
wesentlich geringerer Zahl. Um wenigstens fiir eine Art ein Beispiel fiir 
die Haufigkeit des Auftretens zu geben, sei nachstehend fiir jeden der 
34 Béden die Zahl der Ansiitze genannt, in denen Olpidium luxurians 
auftrat. Der Pilz wurde herausgekddert aus Boden Nr. 11 4mal, Nr. 2 
4mal, Nr.3 2mal, Nr. 4 5mal, Nr.5 5mal, Nr. 6 3mal, Nr. 7 4mal, 
Nr.8 3mal, Nr.9 6mal, Nr.10 8mal, Nr.11 3mal, Nr.12 2mal, Nr. 13 
1mal, Nr.14 6mal, Nr.15 4mal, Nr.16 3mal, Nr.17 2mal, Nr.18 imal, 
Nr. 19 Omal, Nr. 20 3mal, Nr. 21 1mal, Nr. 22 3mal, Nr. 23 1mal, 
Nr. 24 3mal, Nr. 25 4mal, Nr. 26 3mal, Nr. 27 3mal, Nr. 28 3mal, 
Nr. 29 2mal, Nr. 30 Omal, Nr. 31 Omal, Nr. 32 3mal, Nr. 33 4mal, 
Nr. 34 3mal. Der Pilz ‘war also in manchen Béden wesentlich reichlicher 
vorhanden als in anderen (im Boden Nr. 10 z. B. war er 8mal haufiger 
als in den Béden Nr. 13, 18, 21, 23). Wie bei Olpidiwm luxurians lagen 
die Verhaltnisse auch bei den anderen Arten. Dabei wurde keiner der 
niederen Pilze jemals in allen 10 Ansa&tzen einer Bodenprobe gefunden, 
und sogar die Zahl 8, die die héchste bei Olpidium luxurians war, wurde 
von keinem der iibrigen Pilze erreicht. Der héchste Wert bei ihnen war 6 
(bei Karlingia rosea, Rhizophydium carpophilum und Phlyctochytrium 
n. sp., alles drei haufige Arten), und bei den meisten war sogar nur 1 die 
vorherrschende Zahl (so wurde z. B. Rhizophydium verrucosum zwar in 
8 Erden gefunden, aber nur in je einem der 10 Ansiatze jeder der 8 Pro- 
ben). Chytridium gibbosum, das nur in einem Boden (Nr. 18) gefunden 
wurde, trat hier allerdings in 2 Ansatzen auf; das ist aber ein durchaus 
seltener Fall fiir einen seltenen Pilz. 

Niemals ist es bei den im ganzen 340 Ansatzen vorgekommen, dak 
ein aus einem pilzarmen Milieu stammender und seltener, d. h. in nur 


1 Die Nummern der Béden beziehen sich auf die Nummern in Tab. 2. 


120 R. Harper und EstHer GALLWITz- UEBELMESSER: 


wenigen oder einer einzigen Erde vorkommender Pilz etwa in der Halfte 
oder gar simtlichen Ansatzen der Einzelbdden aufgetreten ware. Eine 
seltene Art in einem pilzarmen Boden tiberschwemmt also nicht etwa 
ihren Standort, so da& jedes Bodenpartikelchen von ihr durchdrungen 
ist, sondern auch wenn nur wenige oder sogar itberhaupt keine weitere 
Art mehr an dem betreffenden Standort gefunden wurden, so war trotz- 
dem auch die eine seltene Art nur sparlich vertreten. 

Wenn eine Art (z. B. Olpidiuwm luxurians im Boden Nr.13 oder Peter- 
senia irregulare in Boden Nr.1) bei 10 Ansaétzen nur einmal gefunden 
wurde, so hatte der Zufall es natiirlich auch bedingen kénnen, daB sie 
erst beim 11. Ansatz aufgetreten, also bei unserer Untersuchung des 
betreffenden Bodens iiberhaupt nicht gefunden worden ware. Daraus darf 
gefolgert werden, daB bei Vermehrung der Ansatze auf 50 oder 100 wohl 
noch diese oder jene sehr seltene Form aufgetaucht ware. 

Trotz der starken Unterschiede in der Verteilung kann man aus dem 
gesamten Vorkommen in den 340 Ansatzen der 34 Bodenproben die 
mittlere ,,Haufigkeit‘‘ (H) berechnen?. Sie ware 100°/,, wenn ein 
Pilz ausnahmslos in simtlichen Ansatzen der Erde, in denen er vorkommt, 
die Kéder befallen wiirde. Das war aber niemals der Fall. So betrug fiir 
Olpidium luxurians trotz seines Vorkommens in 31 der 34 Béden die 
Haufigkeit nur 30°/, (vgl. die Werte H in Tab.1). Dieser relativ niedrige 
Wert wurde von keiner der anderen Arten iibertroffen mit Ausnahme 
der in Tab.1 unter Nr. 44—47 zusammengestellten Pilze. 

Von ihnen erreichten die Mucorineen die Haufigkeit von 38°/,, die Pythien 
kamen auf 46°/, und die septierten Mycelien auf 82°/,. Also selbst die Mycelien der 
Ascomyceten und Basidiomyceten, zu denen ja vor allem die iiberall vorhandenen 
Schimmelpilze gehéren, traten auf unseren Kéderansitzen nicht 100°/,ig auf. 

Am nachsten an den H-Wert von Olpidiwm luxurians kam von den 
niederen Phycomyceten Karlingia rosea mit 25°/,; dann folgten Rhizo- 
phydium carpophilum mit 24,5°/), Olpidium pendulum mit 23,2°/, und 
Rhizophydium sphaerotheca mit 22,5°/). Die Prozentwerte fiir das Vor- 
kommen in den Béden (Abb. 1) waren fiir diese 4 Pilze 88, 88, 85, 88; sie 
alle gehéren also zu den hiiufigen Arten. Es liegen zwar bei Bezug auf 
die Gesamtzahl der Boden bzw. Gesamtzahl der Ansatze leichte Ver- 
schiebungen vor, die Aufeinanderfolge der Werte war aber bei beiden 
Berechnungsweisen in grofen Ziigen gleich. Um auch einige H-Werte 
aus dem mittleren Bereich zu nennen (in Klammern die Werte aus 
Abb.1): Nowakowskiella elegans H = 7,9°/, (53°/,), Phlyctochytrium 
spectabile H = 7,4°/, (50°/9), Phlyctochytrium laterale H = 5,3°/y (47°/o), 
Rhizophydium subangulosum H = 5,6°/, (38°/,). Bei den seltensten Arten 
war die Haufigkeit von Oatenochytridium carolinianum und Thrau- 
stochytrium proliferum 2,6 und 2,1, die von Chytridium schenkii 1,5 (die 


* Die Berechnung der ,, Haufigkeit“ ist nicht bei allen Autoren gleichartig. 
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zugehérigen Werte aus Tab.1 waren 21°/), 21°/, und 15°/,). Die Haufig- 
keitswerte waren also stets wesentlich niedriger als die einfach auf die 
untersuchten Béden bezogenen Werte. Wie bei den hier zahlenmabig 
angefiihrten Beispielen war es bei allen anderen Arten: die Aufeinander- 
folge der Pilze war bei beiden Bewertungsweisen in grofen Zigen die 
gleiche. Es kann daher darauf verzichtet werden, die H-Werte entspre- 
chend der Abb.1 graphisch darzustellen. 


Geographische Verbreitung 

Die geographischen Standorte und die an ihnen gefundenen Pilze 
sind in Tab.2 zusammengestellt. Man hatte erwarten konnen, dal 
in den verschiedenen Distrikten Unterschiede in der Phycomyceten- 
Vegetation bestinden. Bei genauer statistischer Durcharbeitung des 
Zahlenmaterials kommt man aber zu dem Ergebnis, daB sowohl die 
mengen- wie die artenmafige Verteilung mindestens in groBen Ziigen, 
wahrscheinlich aber auch sogar im einzelnen, in den verschiedenen 
Distrikten gleich ist. Natiirlich konnte eine Art, die iberhaupt nur imal 
~ in den 340 Ansatzen gefunden wurde, nur in einem Gebiet vorkommen. 


Tabelle 2. Ubersicht iiber die 34 Standorte, an denen Erdproben entnommen wurden, 
in geographischer Gruppierung 
Die Kursivzahlen geben an, welche der niederen Arten in der Tab. 1 an dem 
betreffenden Standort gefunden wurden, die fette Kursivzahl nennt deren Gesamt- 
zahl. 


I. Westaustralien, Umgebung von Perth 
1. Weinberg, feiner Sand!; 19 : 2—4, 7—9, 11, 14, 16, 22—27, 33, 38, 41, 42. 
2. Kalksand unter Klee; 19: 2—4, 8, 9, 11—13, 18, 21, 23—27, SIS SE Se 
3. Sand unter Hucalyptus; 21: 2—4, 6—9, 11, 13, 14, 16, 18,19, 22, 23, 
D5 A227 30; 355 O08 
4. Meckering, rotbraune Erde unter Danthonia; 19: 2—4, 7, 9, 11, 13, 
14, 18—23, 26, 27, 30, 33, 36. 
5. Merredien, Granitverwitterungsboden unter Casuarina und Grasern; 
20: 2—4, 8, 9, 12—14, 16, 18—26, 32, 33. 
6. Merredien, brauner sandiger Boden unter Danthonia; 15: 3, 4, 7, 13, 
14, 20—22, 24—26, 28, 29, 31, 40. 
II. Siidaustralien 
A. Adelaide 
7. Getreidefeld; 12: 3—6, 7, 9, 13, 14, 21, 23, 26, 34, 41. 
8. Arboretum; 15: 2—4, 8, 9, 21—23, 95 —27, 36—3/, 41. 
9. Unter Gras; 13: 1—4, 11, 14, 18, 20—22, 24, 26, 37. 
B. Millicent 
10. Natiirliches Weideland; 14: 2—45, 9—11, 13, 14, 16, 21—26, 35. 
11. Podsol unter Pinus radiata; 15: 2, 3, 8, 9, 11, 13—14, 27-26 283% 
12. Basalt-Lehm unter Pinus radiata; 14: 29-4, 8, 9, 11, 14, 17, 18, 23, 
25, 26, 33, 41. 
1 Die Angaben sind nach den handschriftlichen Notizen auf den Dosen gemacht; 
einige waren etwas unleserlich. 
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C. Victoria 


13. Horsham, Chernozem, altes Weizenland; 13: 3, 4, 9, 11, 13—15, 18, 
ADEE in, 

14. Walpeup, alkalisches Weizenland; 15: 2—4, 9, 11, 183—15, 23, 25, 26, 
28, 36, 37, 42. 

15. Melbourne, Hausgarten; 17: 3—4, 7,9, 13, 14, 19, 20—24, 26, 31, 33, 38. 


III. Tasmanien 


16. Sorell, Prarie-Weideland; 16: 2, 3, 6, 8, 9, 14, 17, 21, 22, 25, 26, 32, 33, 
35, 40, 41. 

17. Burnie, Krasnozem, hiigelige Weide, unter Klee; 14: 1—4, 9, 13, 14, 
19, 20, 23, 26, 28, 33, 35. 

18. Conara Junctn. Laterit-Podsol, unbebautes flaches Buschland unter 
Eucalyptus; 11: 3, 4, 9, 18, 19, 21, 27, 31, 33, 36, 42. 


IV. New-South-Wales 


A. Deniliquin 


19. Schwerer Boden, unbebautes Grasland; 19: 2, 4, 7, 9, 13—15, 19, 20, 
O24 C05 CO OomAL 

20. Sumpfiger Wald, unbebaut; 22: 1—4, 8—11, 13, 14, 20—23, 26, 27, 30, 
33, 35, 37, 40, 41. 

21. Weizenfeld auf urspriinglichem Waldgebiet; 16: 2, 3, 7—9, 11, 14, 16, 
2o—21, O45 41, 


. Armidale-Lismore 


22. Albington, Podsol-Weideland; 19: 2—4, 6—9, 11, 13, 14, 16, 18, 20 bis 
C2, COs O0sdOn ale 

23. Yarrowic, Weideland; 14: 24, 6, 7, 9, 14, 21, 23—26, 35, 41. 

24. Lismore, Krasnozem, Weideland; 11: 2, 3, 8, 9, 14, 20, 21, 23, 26, 29, 30. 


. Canberra 


25. Podsol unter Klee und Weidegras; 15: 2, 3, 9, 11, 14, 16, 17, 19, 20 
bis 23, 25, 26, 37. 

26. Flache Uferbucht, alluvialer Boden; 8: 2—4, 11, 13, 14, 21, 37. 

27. Podsol, urspriingliches Heideland; 17: 2—4, 8, 9, 11, 14, 15, 18, 20, 
21, 235 20, d0, 305 41. 


. Brisbane 


28. Podsol, Buschgelinde; 18: 2, 3, 6, 7, 9—11, 14, 16, 20, 22—26, 32, 
33, 35. 

29. Ungestérter Podsol mit Heide; 9: 2, 3, 6, 9, 14, 22, 23, 26, 35. 

30. Tropischer roter Lehm, Weide mit wenig weifem Klee; 11; 2, 4, 6, 9, 
10, 13,14, 22,/26, 33; 36. 

31. Alluvialer Boden an der Burpengary-Bucht; 3; 3, 4, 14. 


V. Queensland 


32. Coolum, Podsol unter urspriinglicher Heide; 15: 3, 9, 10, 13—15, 19, 
22, 28, 26, 27, 29, 33, 39, 41. 

33. Merimac, Podsol unter alter Viehweide; 15: 2—4, 9—11, 16, 19, 20, 
22, 28, 205 08, 00, 42. 

34. Redland, Exper. Station, tropischer roter Lehm, unter Gras; 14; 2—-4, 
9—11, 14, 15, 20, 21, 23, 25—27. 


Irgendwelche nennenswerten Unterschiede zwischen den 
5 geographischen Gebieten lieBen sich also nicht feststellen. 
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Aber es gab auch keine Regionen mit Hiaufung oder vélligem Fehlen 
seltener Arten, sondern die seltenen Formen waren gleichmafig tiber die 
untersuchten Gebiete verteilt. Es lieBen sich auch keine geographischen 
Zonen finden, in denen sehr viel mehr oder wesentlich weniger Arten 
vorgekommen waren als in anderen. Bei Beginn der Untersuchung sah 
es allerdings gelegentlich so aus, als wenn Unterschiede vorhanden waren ; 
wenn aber erst einmal eine gréfere Anzahl von Ansiitzen gemacht worden 
war, glich sich das wieder aus. 

Es soll allerdings nicht behauptet werden, daf bei sehr starker Ausdehnung der 
Untersuchungen, z. B. Erhéhung auf je 100 Ansatze der Bodenprobe, nicht noch 
Verschiedenheiten herauskommen witrden; sehr wahrscheinlich ist das aber nicht, 


und sehr groB wiirden die Unterschiede dann wohl sicherlich auch nicht sein. 
Es wiirde sich also kaum lohnen, die Untersuchungen noch stark zu erweitern. 


Tabelle 3. Anzahl der Arten niederer Phycomyceten (Nr.1—42 der Tab.1) 
an verschiedenen 6kologischen Standorten 


Real Artenzahl 
ae der Proben | pniedrigste héchste mittlere 
1 Alluvialer Boden . 2 3 8 {55 
2 Ungestorter Podsol. . . . 1 9 9 9 
3 jtinoais eles het. Moneta eee 3 11 14 14 
4 Acker. re are ar 5 12 16 14 
5 Podsol eee eee foe 9 9 19 15 
6 Viehweide. ... - ate 7 11 19 15 
fi unter Klee. . 3) 11 19 15 
8 Heide/Busch . : 9 i) 19 15 
9 INE Vann p 6 oo 6 Oe 1 15 15 15 
10 unter Baumen . I53 11 21 16 
11 TP aniei ek CimeKSNl es Laie ee Gece olled 3 13 20 17 
12 Hausgarten . . Re: 1 17 17 17 
13 SAndig peut male shea 4 15 21 19 
14 rotbraune Erde ....- .- » 19 19 19 
15 schwerer Boden .... - 1 19 19 19 
16 Weinberg... . . - 1 19 19 19 
17 sumpfiger Wald 1 22 22 22 


Verteilung iber die ékologischen Standorte 

Die Bodenproben sind, wie gesagt, simtlich nicht von uns selbst 
gesammelt worden, sondern wir verdanken sie dem freundlichen Ent- 
gegenkommen der australischen Kollegen. Wir haben daher keine genaue 
Vorstellung der Standorte, zumal auch die Beschreibung seitens der 
Sammler nicht immer sehr weit ins Einzelne ging. Wir haben trotzdem 
versucht, die Standorte in dkologische Gruppen zusammenzufassen 
(Tab.3). So sind alle Lokalitaten ,,unter Baumen® zusammengestellt, 
alle Acker, alle Viehweiden usw. War ein Acker sandig, so kommt er 
auch noch unter ,,sandig“ vor usw. Manche Bodenproben sind daher in 
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verschiedenen Gruppen beriicksichtigt. Die Anzahl der Proben der 
einzelnen Standorte ist auch sehr verschieden; die ganze Tab.3 kann 
daher keinen Anspruch auf sehr groBe Zuverlassigkeit machen. Trotz- 
dem erlaubt sie wohl, einige Folgerungen mit groBer Vorsicht und allen 
Vorbehalten zu ziehen. Am diirftigsten war das Pilzwachstum in den — 
unberiihrten Boden (Gruppe 1 und 2). Der Mittelwert der Artenzahl 
betrug hier 5—9, die geringste Artenzahl war sogar nur 3+ (alluvialer 
Boden Nr. 31 an der Burpengary-Bucht bei Brisbane), die héchste 9 
(ungestdrter Podsol Nr. 29 mit Heide bei Brisbane). Die héchste Arten- 
zahl der Tab. 3 ist 22 in einem ,,unbebauten, sumpfigen, jahrlich wahrend 
einem Monat iiberschwemmten Wald“ bei Deniliquin, Neu Stidwales 
(Gruppe 17, Boden Nr. 20). Waldstandorte sind sonst in den 34 Proben 
nicht vertreten, jedoch sind mehrere Entnahmen ,,unter Baumen* 
gemacht worden (Gruppe 10). Von ihnen hatte eine die zweithdchste 
Artenzahl, naémlich 21; sie bestand aus ,,Sand Nr.3 unter Hucalyptus“, 
Nedlands, Westaustralien, stammte also von einem vollig andersartigen 
Standort als Nr.20. Eine weitere Probe unter Hucalyptus (Nr.18, 
flaches Buschland mit Laterit-Podsol, Conara Junctn., Tasmanien) ent- 
hielt nur 11 Arten. Die anderen drei Standorte der Gruppe 10 ,,unter 
Baumen“ hatten 15, 15 und 14 Arten. Die Streuung war also trotz der 
kleinen Zahl von Proben in Gruppe 10 sehr groB. Abgesehen von dem 
genannten sandigen Standort unter Hucalyptus (Nr.3) sind noch drei 
weitere sandige Sammelstellen in Gruppe 13 enthalten, von denen 2 
viele niedere Pilze enthielten, némlich 19 (Nr. 2, Kalksand unter Klee, 
und Nr.1, ,,Weinbergsand, seit 40 Jahren bebaut‘‘, beide bei Perth, 
Nedlands, Westaustralien), wahrend aus der dritten sandigen Probe 
(,,brauner sandiger Boden‘: Nr. 6 unter Danthonia, Merredien; ebenfalls 
bei Perth) nur 15 Arten herausgekédert wurden. Auch hier war die 
Streuung also sehr groB. Am reichlichsten sind in der Tabelle Béden von 
Viehweiden vertreten (Gruppe 6). Hier trat die hohe Zahl von 20 Arten 
in einem ,, Verwitterungsboden von Granit unter Grasern und Casuarina‘ 
(bei Merredien, Perth, Nedlands, Westaustralien, Nr. 5) auf; aber 
andererseits enthielten 2 von ihnen nur 11 Arten. Die Acker (5 Proben) 
hatten weniger Pilze (12—16), als man wohl hatte erwarten sollen. 

Die gesamten Zahlen waren du erst wechselnd und lassen keine 
sicheren Schliisse zu. Zweifellos spielen noch viele weitere Faktoren wie 
z. B. Bodenart, Temperatur, Feuchtigkeit, Beriithrung mit Tieren und 
Menschen, Salzgehalt u. a.m. eine wesentliche Rolle, fiir die uns aber 
Angaben fehlen. 

Sollte sich die hohe Artenzahl in sumpfigen Wiaildern bei Untersuchung 
weiterer Proben  bestatigen, so kénnten solche wasserreichen 


1 Es waren Olpidium pendulum, Olp. longicollum und Rhizophydium carpophilum, 
also 3 der allgemein vorkommenden Arten. 
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Formationen als die héchstbesiedelten (22 Arten), die un- 
berihrten Gebiete als die dirftigst verpilzten (3—9 Arten) 
und alle ibrigen Gruppen als Gebiete mit mittlerer Dichte 
(9—21, im Mittel 14—19 Arten) aufgestellt werden. 


Besprechung 

Ahnliche Untersuchungen wie fiir Australien sind in unserem Institut 
fir Afrika (GAERTNER 1954) und gewisse Gebiete Europas (HARDER 
1948, 1954, Remy 1950, Rernpotpt 1954, HarpDER u. UEBELMESSER 
1955, GamrTNER 1954, ScHotz 1958b) gemacht worden. Es liegt natiir- 
lich sehr nahe, einen Vergleich zwischen den Ergebnissen in den ver- 
_schiedenen Kontinenten durchzufiihren. Da wir aber noch eine Anzahl 
von Untersuchungen aus verschiedenen Gebieten der Erde laufen haben, 
mochten wirmit demVergleich warten, bisdiese Studien abgeschlossen sind. 

Biniges kann allerdings wohl schon jetzt gesagt werden: Die austra- 
lischen Gattungen und Arten scheinen sich nicht wesentlich von denen 
anderer Kontinente zu unterscheiden. Die niederen Phycomyceten 
diirften phylogenetisch sehr alte Formen sein, die schon iiber die Erde 
verbreitet waren, ehe die Kontinente sich trennten; sie scheinen seitdem 
keine wesentliche aufsteigende Entwicklung mehr erfahren zu haben. 
Andererseits sind sie als primitive Formen auch physiologisch noch nicht 
sehr differenziert, so daB sie unter sehr verschiedenen klimatischen und 
edaphischen Bedingungen existieren konnen. Letzteres hat sich auch 
bereits aus anderen unserer Untersuchungen ergeben, wobei sich aller- 
dings andererseits gezeigt hat, daf die Arten und Staémme physio- 
logisch doch gewisse Unterschiede aufweisen kénnen. Das ist z. B. 
gegentiber dem Salzgehalt des Substrates in stark ausgesprochenem 
MaBe der Fall (HARDER u. UEBELMESSER 1955, Scuouz 1958b). Auch 
iiber die physiologische Seite méchten wir eine ausfiihrliche Diskussion 
noch verschieben, bis gewisse unserer noch laufenden Untersuchungen 
zum Abschlu8 gekommen sind. 


Zusammenfassung 

34 Bodenproben aus Australien wurden auf ihren Gehalt an niederen 
Phycomyceten untersucht. AuBer wenigen Arten von Blastocladiales, 
Monoblepharidales, Lagenidiales und Peronosporales wurden 34 Arten von 
Chytridiales herausgek6dert. 

Die gefundenen Gattungen und Arten scheinen sich nicht wesentlich 
von denen anderer Kontinente zu unterscheiden. 

Die meisten Arten (13) gehérten zur Gattung Rhizophydium; Phlycto- 
chytrium war durch 6 und Olpidium durch 4 Arten vertreten. 

Trotz der relativ geringen Artenzahl war die Gattung Olpidium 
am verbreitetsten; Olpidien kamen in gamtlichen Béden vor. Auch 
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Rhizophydium war tiberall vorhanden, und Phlyctochytrium fehlte nur in 
einem, Karlingia nur in 3 Béden. Die seltensten Gattungen waren 
Rhizophlyctis und Olpidiopsis, die in je nur 2, sowie Petersenia und 
Pythiogeton, die in je nur 1 Probe ermittelt wurden. 

Die haufigsten Arten waren Olpidium luxurians und Olp. pendu- 
lum, die in 31 bzw. 29 Boden nachgewiesen wurden, wahrend Olp. endo- 
genum nur in 3 Boden gefunden wurde. Bei Rhizophydium traten sphaero- 
theca und carpophilum in je 30, haynaldii in nur 2 Erden auf. Die ver- 
breitetsten Arten kamen in 91°/, der Proben vor, die seltensten (z. B. von 
Chytridium) nur in einer einzigen. 

Der pilzairmste Boden enthielt nur 3, der pilzreichste die relativ sehr 
hohe Zahl von 22 Arten niederer Phycomyceten. 

Ein Unterschied zwischen den verschiedenen geographischen Teilen 
Australiens lie8 sich nicht nachweisen. 

In den verschiedenen ékologischen Gebieten lieBen sich mit Sicherheit 
nur wenige finden, die sich durch extreme Armut bzw. besonderen 
Reichtum an Arten auszuzeichnen scheinen. 

Das Vorkommen der seltenen Arten war nicht auf bestimmte Ortlich- 
keiten beschrankt; auch die seltenen Arten sind also, soweit untersucht, 
keine Spezialisten. Sie kamen in sehr pilzarmen Béden, teilweise als 
einziger Vertreter vor, waren in anderen aber mit haufigen Arten 
gemischt. Auch die weit verbreiteten Arten konnten als einzige in pilz- 
armen Standorten auftreten; schwach besiedelte Boden konnten also 
sowohl seltene wie hiaufige Formen beherbergen. 
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und dem Chemotherapeutischen Forschungsinstitut , Georg-Speyer- Haus“ 
Frankfurt a. M.) 


Properdin-System und Antikérperbildung 


I. Der Serum-Properdinspiegel von Kaninchen 
wahrend der Immunisierung mit Mycobacterium tuberculosis* 


Von 
H. WAHLIG 


Mit 3 Textabbildungen 


(Eingegangen am 28. Juli 1958) 


Seit PrntEMER (1954) bei Untersuchungen tiber die Serumkomplement- 
komponenten das ,,Properdin™, eine bis zu dieser Zeit unbekannte 
Serumproteinfraktion, entdeckte, sind mehr als 4 Jahre vergangen. 
Wahrend dieser Zeit haben sich nicht nur PrntEMER und seine Mit- 
arbeiter, sondern auch zahlreiche andere Untersucher mit der Wirkungs- 
weise des Properdin-Systems und seiner, in Verbindung mit dem Kom- 
plement-Komplex bestehenden, bactericiden und virusneutralisierenden 
Wirkung beschaftigt. In diesem Zusammenhang wurden auch Unter- 
suchungen durchgefiihrt [Prutemer u. Mitarb., LanDy (1956), RowLEy 
(1955—1957), WARDLAW (1956), BLATTBERG (1956, 1957) u. a.], die die 
in vivo-Beeinflussung des Properdin-Spiegels durch bakterielle In- 
fektionen oder durch Applikation von Zymosan, Lipopolysacchariden 
und anderen zum Gegenstand hatten. Dabei zeigte es sich, daB Steige- 
rungen des Abwehrvermégens anscheinend mit Veriinderungen im 
Properdin-Gehalt des Serums der Versuchstiere in Zusammenhang 
stehen. 

Es erschien daher angebracht, im Rahmen immunbiologischer Unter- 
suchungen einem etwa vorhandenen Zusammenhang zwischen Properdin- 
System und Antikérperbildung grofere Aufmerksamkeit zu schenken. 
Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Versuche wurden durch- 
gefiihrt, um zur Klarung dieses Fragenkomplexes beizutragen: Es sollte 
untersucht werden, ob Anderungen im Properdin-Gehalt des Serums 
jmmunisierter Tiere mit der Antikérperbildung in Zusammenhang 
gebracht werden konnen und ob der Immunisierungsmodus Einflu8 auf 
die Properdinbewegungen ausiibt. Zu diesem Zweck wurde wahrend der 


* Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
durchgefiihrt. 
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Immunisierung und iiber einen langeren Zeitraum danach sowohl der 
Serum-Properdin-Spiegel der Versuchstiere beobachtet, als auch durch 
spezifische Bestimmung der Serumtiter und durch papierelektro- 
phoretische Analysen die Antikérperbildung verfolgt. 


Material und Methoden 


1. Tiermaterial: 2—3 kg schwere Kaninchen, die in zwei beziiglich Fiitterung 
und Haltung véllig gleichen Bedingungen unterworfenen Serien (zu je 8 Tieren) 
gesetzt wurden. 

2. Als Antigen diente eine Suspension hitzeabgetéteter Tuberkelbakterien 
(Typ. hum., Stamm 7'b 1*) von 10 mg pro ml (bezogen anf das Bakterien-Feucht- 
gewicht). 

3. Immunisierungsmodus: Jedes Tier erhielt in zweitagigen Abstanden ins- 
gesamt 6 Injektionen i.v., Serie 1 (8 Tiere) gleichbleibend je 1 ml (= 6 ml), Serie 2 
(8 Tiere) in steigenden Mengen 1, 2, 3, 3, 4, 5 ml (= 18 ml). 

4. Blutentnahme: Von jedem Tier wurden zur Kontrolle der Antikérper- 
bildung bzw. der Bewegungen der SerumeiweiSkérper und des Serum-Properdin- 
Spiegels wahrend des Immunisierungsprozesses Blutproben anfangs taglich, spater 
in gréBer werdenden Abstanden aus der Ohrvene entnommen. 

5. Properdin-Nachweis: Der Bestimmung des Properdin-Gehaltes der Test- 
sera (ausgedriickt in Properdin-Einheiten ,,PE‘‘) lag im Prinzip die von McoNauu 
(1957) angegebene Methode des Properdin-Nachweises in biologischen Fliissigkeiten 
zugrunde. Sie beruht auf der Bildung eines Properdin-Zymosan-Komplexes, welcher 
spezifisch die dritte Komponente des Komplements inaktiviert. Durch ein hamo- 
lytisches System kann der Grad der C’3-Inaktivierung und damit die Menge des im 
Serum befindlichen Properdins bestimmt werden!. Stellt man die lytischen Eigen- 
schaften 1. des Testserums (S) und 2. des gleichen Serums nach Zymosan-Behand- 
lung (SZ) unter einheitlichen Bedingungen fest (Ermittlung des Hamolysegrades im 
Photometer), so kann man aus der Differenz der sich entsprechenden Hiamolyse- 
Extinktionswerte die Properdin-Einheiten (PE) errechnen (nach McNatz): 


Extinktion S — Extinktion SZ) | x 
Extinktion 50°/)-Hamolyse ml Serum 


= PE in1 ml Serum. 


Durch Abwandlung der Methoden fiir die Herstellung der RP (properdinfreien)- und 
R3 (properdin- und C’3-freien)-Sera, ihre Priifung auf Eignung zum Properdin- 
Nachweis, sowie durch Verainderung der Serumkonzentrationen bei der Properdin- 
Gehaltsbestimmung konnte eine den Erfordernissen der vorgesehenen Fragestellung 
angepaBte Nachweismethode ermittelt werden. 

Fiir die Darstellung der RP- und R3-Sera wurden ausschlieBlich Meerschwein- 
chenmischsera verwendet. Bei dreimaligem Zymosanwechsel betrug die Inkuba- 
tionszeit 140 min (fiir RP bei 17° und fiir R3 bei 37°). Statt der von McNAtu vor- 
geschlagenen Verwendung eines Properdin-Inulin-Komplexes aus Humanserum 
wurde auch zur Darstellung der R3-Sera ausschlieBlich Zymosan verwendet. 

Die Priifung der RP- und R3-Sera auf ihre Eignung fiir den Properdin-Test (die 
RP- und R3-Sera diirfen keinen unmittelbaren Einflu8 auf den Ablauf des Proper- 
din-Nachweises ausiiben) geschah nach folgenden Gesichtspunkten: 

1. Priifung der lytischen Eigenschaften des R3-Serums: Das R3-Serum darf, 
wenn es im gleichen Verhiltnis wie im Hauptversuch gebraucht und mit einem 
himolytischen System zusammengebracht wird, keine Hamolyse bewirken. 


* Bei der normalen Hamolyse ist Properdin nicht erforderlich. 
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Ansatz: 1,0ml R3 (in der Gebrauchsverdiinnung) + 1,5 ml Puffer + 2,0 ml 
sensibilisierte Hammelerythrocyten; Inkubation 30 min bei 37°; + 0,5 ml Trilon- 
lésung?. 

2. Priifung des RP-Serums: Da sich das RP-Serum in seiner hamolytischen 
Aktivitaét nicht wesentlich von dem zu seiner Darstellung benutzten unbehandelten 
Originalserum unterscheiden darf, erfolgt seine Priifung durch eine C’3-Titration 
parallel zum entsprechenden Originalserum und durch Vergleich der in den einzelnen 
Verdiinnungsstufen erhaltenen Hamolysewerte. 

Um einen ausreichenden ©’3-Spiegel zu gewahrleisten, wird ein frisches Human- 
serum zugesetzt. 


Ansatz: 

BE je,1 milL: ml =a ae a 
ey eth ele ei) i te SE ee 
1 10 1,0 0,5 2,0 0.5 
2 20 1,0 035) 2,0 0,5 
3 30 1,0 0,5 2,0 Inkubation 0.5 
4 40 1,0 0,5 2,0 30 min 0.5 
5 60 1,0 0,5 2,0 bei 37° C 0,5 
6 80 1,0 0,5 2,0 0.5 
7 120 1,0 0,5 2,0 0.5 


Alle Properdinbestimmungen einer Versuchsserie wurden mit den RP- und R3- 
Sera aus der gleichen Herstellungs-Charge durchgefithrt. Der Vorrat an RP- und 
R3-Sera wurde, ebenfalls wie die fiir verschiedene Nachpriifungen zuriickbehaltenen 
Testsera, in einer Tiefkiihltruhe bei —70° C aufbewahrt. Die Properdinbestimmun- 
gen erfolgten stets kurz nach der Blutentnahme mit den frisch gewonnenen Sera. 

Statt des von McNatu vorgeschlagenen Inulins wurde Zymosan verwendet, da 
dieses bei vergleichenden Untersuchungen geeigneter erschien. 

Die fiir das hamolytische System verwendeten Hammelerythrocyten wurden 1:1 
mit Alseverscher Lésung? versetzt und im Kiihlschrank aufbewahrt. Die Kin- 
stellung der fiir die Versuche verwendeten 4°/,igen Erythrocytensuspension erfolgte 
photometrisch. 

6. Papierelektrophorese®: Die elektrophoretische Auftrennung der Serum- 
proben, die stets am Tag der Blutentnahme erfolgte, wurde ausschlieBlich auf 
Whatman Nr. 1-Papierstreifen (4 28 cm) nach dem von GRASSMANN u. HAaNnnIG 
(1952) angegebenen Prinzip durchgefiihrt. Die prozentuale Verteilung der einzelnen 
Serumprotein-Komponenten wurde nach planimetrischer Auswertung der im 
Extinktionsschreiber von den gefarbten Pherogrammen erhaltenen Kurven 


ermittelt. 


1 Trilon BS (Versene) = Athylendiamintetraessigsaure. Diese Substanz wird als 
0,1°/,ige Losung (in physiologischer Kochsalzlosung, pu 7,4) zugesetzt, um die 
_ Hamolyse abzubrechen. 

2 Modifizierte Alseversche Lésung nach BoypEN (1951): Dextrose 2,05 g; Na- 
Citrat 0,80 g; NaCl 0,42 g; Aqua dest. 100 ml. Die Lésung wird mit Acidum citricum 
(10°/,ige Losung) auf px 6,1 eingestellt. 

3 Genaue Angaben hinsichtlich der angewendeten methodischen Kinzelheiten der 
Papierelektrophorese sowie der Farbe- und Auswertetechnik siehe HpYMANN u. 


Waautia (1958) sowie WAHLIG (1956). 
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7. Antikérpertiter: Die quantitative Bestimmung der gegen die Tuberkel- 
bakterien gebildeten Antikorper erfolgte im passiven Hamagglutinationstest nach 
MrppiesrooK-Dvusos (1948). Die Berechnung von geometrischen Mitteltitern aus 
den mit +-++-+++ bis + und 0 bewerteten Stufen der Serum-Verdiinnungsreihen 
wurde mittels der von WirrH (1940) (bzw. Karper 1931) angegebenen Methode 
unter Verwendung der Logarithmen (v. D. WAERDEN 1940, Spaun 1956) durch- 
gefihrt. 


Versuchsergebnisse 


A. Properdin-Spiegel wihrend des Immunisierungsprozesses 


Tragt man die Mittelwerte der aus dem Serum antikérperbildender 
Kaninchen errechneten Properdin-Einheiten (PE) in Abhangigkeit von 
der Zeitdauer des gesamten Versuches auf (siehe Abb.1 u. 2), so zeigt 
sich, daB die PE-Werte (und zwar in beiden Serien) rasch zu einem 
Maximum ansteigen, das am Tage der dritten Injektion erreicht ist. Fast 
ebenso schnell fallt dann der Properdin-Spiegel auch wieder ab; der 
Abfall ist bei Serie 1 steiler als bei Serie 2 (Serie 1: gleichbleibende 
Antigenapplikation, Serie 2: steigende Antigenapplikation). Die Pro- 
perdin-Werte regulieren sich im weiteren Verlauf annahernd wieder auf 
den Ausgangswert ein: Bei Serie 1 bleiben sie gegentiber diesem leicht 
erhéht, bei Serie 2 liegen sie etwas darunter. In beiden Kurven zeigt sich 
auBerdem ein zweiter, flacher Anstieg, dessen Maximum bei Serie 1 am 
26. Tag, bei Serie 2 am 18. Tag nach Immunisierungsbeginn erreicht ist. 

Diese Befunde machten Untersuchungen tiber den Einflu8B der Tuber- 
kelbakterien auf das Properdin erforderlich, die zeigten, daB sich die 
Tuberkelbakterien, ahnlich wie das Zymosan, in vitro mit dem Properdin 
normaler Kaninchensera verbinden. Der Keim-Properdin-Komplex hat 
wie der Zymosan-Properdin-Komplex die Eigenschaft, Komplement zu 
inaktivieren, so daB sich auf diese Weise eine regelrechte Properdin- 
Bestimmung durchfthren laBt. 


B. Antikérperbildung 


a) Quantitative Bestimmung des Antikérper-Titers 

Wahrend unmittelbar nach der ersten Antigenapplikation ein steiler 
Anstieg des Properdin-Spiegels einsetzt, beginnt der durch die Middle- 
brook-Dubos-Methode erfaBbare Antikérpertiter zwar ebenfalls vom 
Zeitpunkt der ersten Injektion an zu steigen, doch nimmt er nur sehr 
langsam zu, und erst nach der letzten Antigengabe ist ein steiler Anstieg 
zu beobachten, der bis zum 16. Tag (Serie 1) nach Immunisierungsbeginn 
anhilt. Von hier ab steigt der Titer nur noch langsam, aber stetig bis 
zum. Versuchsende weiter an. Bei Serie 2 sind Antikérper ebenfalls schon 
frith nachweisbar, doch bleibt die steile Aufwartsbewegung der Kurve 
aus; sie steigt fast linear bis zum Versuchsende an (vgl. Abb. 1 u. 2). 
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b) Papierelektrophoretische Serumanalyse 


Die Werte fiir das y-Globulin, die in gewissem Umfange als Mafs fir 
die Antikérperbildung angesehen werden kénnen, ohne immer mit dieser 
parallel zu laufen, verhalten sich ahnlich wie die Hamagglutinations- 
Antikérpertiter. Ein gewisser Unterschied besteht jedoch darin, daB die 
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Abb. 1. Properdin-Spiegel (PE), Antikérpertiter und y-Globulinwerte 
wiihrend des Immunisierungsprozesses. Serie 1 
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Abb. 2. Properdin-Spiegel (PE) und Antikérpertiter 
wihrend des Immunisierungsprozesses. Serie 2 


y-Globulinwerte zunachst unverindert bleiben, und zwar sogar tiber den 
Zeitpunkt des Properdin-Maximums _hinaus. Erst nach der dritten 
Injektion (Serie 1: am 4. Tag) beginnt ein steiler Anstieg des y-Globulins. 
Vom 16. Tag nach Immunisierungsbeginn an wird dann die Protein- 
zunahme in dieser Fraktion wieder geringer, doch steigt die Kurve noch 
langsam bis zum Ende des Versuchs weiter an. 

In Abb.3 sind die mittleren Prozentwerte der einzelnen SerumeiweiB- 


fraktionen wahrend der gesamten Versuchsdauer graphisch aufgetragen. 
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Daraus geht hervor, da8 das Albumin sofort nach der ersten Antigengabe 
stark abfallt. Entsprechend nehmen die «-Globuline (starker) und die 
B-Globuline (schwacher) zu. Die Werte fir das y-Globulin bleiben 
zunachst unverandert. 
Nach Abschlu8 der Antigenapplikation beginnt das Albumin wieder ~ 
anzusteigen. Die «- und f-Globuline fallen ab und nahern sich mehr oder 
weniger ihren Ausgangswerten, 
2024680 © DA B # iy Das y-Glebulin, das einen stei- 
lelalale||s 6 Injektion len Anstieg nach der dritten 
Injektion zeigt, nimmt stetig, 
wenn auch langsam weiter zu. 
Bei den weiterhin geplanten 
Untersuchungen wird die Még- 
lichkeit gepriift werden, durch 
Einbeziehung eines Standard- 
serums die sich infolge der kom- 
plizierten Versuchsbedingun- 
gen zwangslaufig ergebenden 
Schwankungen auszugleichen. 


q je som Antigensuspension 
or 


Beurteilung der Ergebnisse 


Die auffalligste Veranderung 
des Serum-Properdin-Spiegels 
im Verlaufe des beschriebenen 
Immunisierungsprozesses — ist 
zweifellos der starke Anstieg 
der Properdin-Werte vom Tag 


Abb. 3. der ersten Injektion an bis zum 
Papierelektrophoretische Serumproteinkomponenten = : 
im Verlauf der Immunisierung Maximum am 4. Tag nach 


Immunisierungsbeginn. Der 
Properdin-Spiegel steigt bei Serie 1 auf 140, bei Serie 2 auf 136°/, des Aus- 
gangswertes. Diese Zunahme ist unabhingig von der zur Immunisierung 
verwendeten Antigendosis. Obwohl bei Serie 2 die 3fache Antigenmenge 
appliziert wurde, ist der Anstieg nicht ganz so hoch und der Abfall nicht 
so steil wie bei Serie 1. In beiden Fallen ist jedoch ein Minimum am 
9. Tage nach der ersten Injektion erreicht. Zu diesem Zeitpunkt ist der 
Properdin-Spiegel annihernd wieder auf seinen Ausgangswert abgesun- 
ken. In beiden Serien kommt es spiter zu einem erneuten geringen 
Properdin-Anstieg. 

Als Grund fiir den Anstieg des Properdin-Spiegels im Verlauf einer 
Immunisierung muB das Anlaufen unspezifischer Abwehrmechanismen 
angesehen werden. Das dabei zunichst eintretende Properdin-Defizit 
infolge Komplexbildung des Serum-Properdins mit dem zugefiihrten 
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Antigen lost nachfolgend eine iiberkompensatorische Properdin-Aus- 
schiittung aus. 


Zahlreiche ahnliche Beobachtungen sind in der Literatur beschrieben (siehe 
unten), wobei zwei Versuchsgruppen zu unterscheiden sind: 1. die Zymosan- 
Injektionen und 2. die intrayendése Behandlung von Versuchstieren mit bakteriellen 
Lipopolysacchariden, 

Den beschriebenen Versuchen mit Zymosan ist gemeinsam, daf sehr 
bald nach erfolgter Injektion (innerhalb 1—2 Std) ein starker Abfall des 
Properdin-Spiegels zu beobachten ist. Ebenso wird in jedem Falle ein 
diesem Absinken folgender Properdin-Anstieg (bis auf 200—300°/, des 
Ausgangswertes) beschrieben. Lediglich die Angaben tiber die Zeitdauer, 
wahrend der sich die Properdin-Zunahme vollzieht, schwanken bei 
einzelnen Untersuchern zwischen etwa 2 und 14 Tagen [PILLEMER 
(1955), PIrLeMER u. Ross (1955), BLaTTBERG (1956/57) ]. 

Ahnliche Ergebnisse wie bei der Zymosan-Behandlung erhalt man 
auch bei der Injektion von Coli-Zellwainden. Ganz allgemein zeigt sich 
eine rasche Stimulierung der natiirlichen Abwehrkraft bei Mausen nach 
iv. Injektionen von Zellmembranen gramnegativer Bakterien (ROWLEY 
1957). Diese rasch erworbene, hohe, aber kurz andauernde Resistenz, die 
auch noch von anderen Untersuchern beobachtet wurde [I*rexp et al. 
(1955), Lanpy u. Prutemer (1956)], scheint nach RowLEy auf einer 
Erhéhung des Properdin-Spiegels der Maus zu beruhen. Auch von 
PInteMER et al. (1955) wurden Anderungen des Properdin-Gehaltes in 
Mauseseren beobachtet, als biologische Modifizierung der Immunitat 
gedeutet und damit die von Rowiey (1955) erhobenen Befunde be- 
statigt. 

Allerdings miiBte es sich bei der auf einer erworbenen Immunitat 
beruhenden. Infektionsabwehr um eine spezifische, gegen bestimmte 
Erreger gerichtete Resistenz handeln, wodurch beispielsweise keine 
Immunitaét gegen eine Coli-Infektion nach Zymosanbehandlung zu 
erklaren ist. 

Die wirksame Komponente fiir die Resistenzerhéhung scheint mit den 
in den Zellwanden der Bakterien enthaltenen Lipopolysacchariden ver- 
kniipft zu sein (RowLEy 1957). 

Von den amerikanischen Forschern wird diese Resistenzsteigerung auf einen 
erhéhten Properdin-Titer der behandelten Tiere zurickgefiihrt, worauf auch die 
bactericide Wirkung ihres Serums beruhen soll (siehe auch WARDLAW u. PILLEMER 
1956). Nachdem jedoch Dusos u. SCHAEDLER (1956) nachweisen konnten, da sich 
diese Resistenzerhohung auch gegeniiber Keimen auswirkt, die auf die bactericide 
Wirkung des Properdin-Systems in vitro nicht ansprechen (z. B. Mycobacteriwm 
tuberculosis und Staphylococcus aureus), ist diese Theorie in Frage gestellt. Auch 
wenn eine Beteiligung des Properdins an der durch das Komplement bedingten 
bactericiden Wirkung des Normalserums in vitro angenommen werden darf, 
scheint es doch sicher zu sein, daB der hohe Grad der unspezifischen Abwebrkraft 
nicht allein auf der bactericiden Wirkung des Plasmas beruht. Die von Lanny u. 
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Prutemer (1956) beschriebene Erhéhung des Serum-Properdingehaltes nach 
Behandlung mit Lipopolysacchariden konnte von Row Ley nicht bestatigt werden. 
Der Verabfolgung von bakteriellen Lipopolysacchariden soll sich ein rascher 
Properdin-Abfall anschlieBen, der mit einer gesteigerten Infektionsanfalligkeit der 
Versuchstiere verbunden ist (ROWLEY 1956, PILLEMER et al. 1955). Nach dem rasch 
verlaufenden Properdin-Abfall kommt es zu einem Anstieg des Serum-Properdin- 
titers (LANDY u. PrutemER 1956). In dieser Zeit laBt sich eine gewisse Resistenz 
gegeniiber gramnegativen Erregern nachweisen. Diese Resistenz entwickelt sich sehr 
schnell. RowLey konnte ihr Auftreten infolge von Lipopolysaccharid- Behandlung 
bereits nach 24 Std beobachten, wahrend PrnteMeER (1955) fiir die Ausbildung der 
Resistenz nach Zymosan-Injektion einen Zeitraum von 2—5 Tagen angibt. ROWLEY 
(1957) bestatigt den raschen Properdin-Abfall innerhalb 1—2 Std nach Lipopoly- 
saccharid-Behandlung ebenfalls, doch fand er, daB sich im AnschluB daran der 
Properdin-Spiegel in 1—2 Tagen wieder normalisiert. Wie lange die Resistenz in 
voller Starke bestehen bleibt, scheint noch nicht vollig geklart zu sein, doch ist sie 
noch nach Riickgang des Properdins von Lanpy u. PILLEMER (1956) nachgewiesen 
worden, die fanden, daB Mause gegentiber einer Infektion resistent waren, obgleich 
ihr Properdin-Spiegel normal war. RowLEY konnte sogar feststellen, da sich Mause 
einer Infektion gegeniiber widerstandsfaihig erwiesen, bevor die Properdin-Werte 
wieder normal waren. Er ist daher der Ansicht, daB die unspezifische Stimulierung 
der Immunitét durch Lipopolysaccharid-Komplexe, die zunachst allein der Er- 
héhung des Properdin-Spiegels zugeschrieben wurde, eher auf einer Steigerung der 
Aktivitait der Phagocyten des RES, die einige Stunden nach Injektion von Lipopoly- 
sacchariden auftritt, zuriickzufiihren sei. 


Wie oben ausgefiihrt wurde, neigt man also mehr zu der Ansicht, daB 
ein Anstieg der Properdin-Werte nicht unbedingt in unmittelbarem 
Zusammenhang mit einer mdglicherweise gleichzeitig auftretenden, 
erhohten Immunitat zu stehen braucht. 


Wie aus verschiedenen Verdffentlichungen hervorgeht, bleibt teilweise eine 
Resistenz tiber langere Zeit erhalten. So wird von BLaTrTBERG (1956) angegeben, daB 
ein Anstieg der bactericiden Eigenschaften des Serums gegen Escherichia coli nach 
Zymosan-Injektion bei Kaninchen und Meerschweinchen einen Monat anhalt. 
Leider wurden die Properdin-Werte der Versuchstiere wahrend dieser Zeit nicht 
verfolgt, so daB nicht bekannt ist, ob und in welcher Weise sich diese wahrend der 
Versuchsdauer verindert haben. Es wurde namlich zunachst gefolgert, da wahrend 
einer tiber langere Zeit andauernden Resistenz auch der Properdin-Spiegel erhéht 
bleiben miisse, ahnlich wie dies PruLEMER u.Roos (1955) fiir die Injektion von 
Zymosan (allerdings nur bei niedriger Dosierung) wenigstens iiber 14 Tage hinweg 
nachgewiesen haben. Demgegeniiber zeigte sich aber, da sich unter Umstinden der 
Properdin-Spiegel nach einer Lipopolysaccharid-Applikation schon innerhalb von 
1—2 Tagen wieder normalisiert (ROowLEY 1957), ohne daB dabei die Resistenz beein- 
trachtigt zu werden braucht. 


Ahnliche Verhaltnisse wurden bei den vorliegenden Untersuchungen 
gefunden. Auch hier ist ein Riickgang des Properdin-Spiegels zu be- 
obachten und zwar zu einem Zeitpunkt, an dem die Antikérperbildung 
gerade einsetzt. Wie bereits angefiihrt, verlaufen die Kurven der Anti- 
korpertiter und der elektrophoretischen Serumanalyse des y-Globulins 
(als Sitz der Hauptmenge des Antikérperproteins) véllig analog, wenn 
auch nach der Himagglutinationsmethode das Auftreten der Antikérper 
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friiher nachweisbar ist als papierelektrophoretisch durch Zunahme des 
y-Globulins. 

Die infolge der Antigenapplikationen auftretenden Antikérper werden 
zunachst nur sehr langsam gebildet. Erst wenn der Properdin-Spiegel 
sein Maximum bereits iiberschritten hat, beginnt ein starkerer Anstieg 
des Antik6érpertiters. Vom 16. Tag (Serie 1) nach Immunisierungsbeginn 
an verringert sich die Antikérperproduktion, steigt aber langsam bis 
zum Versuchsende weiter an. Vergleicht man die beiden Kurven, die den 
Antikorperanstieg darstellen (Himagglutinations-Titer und y-Globulin- 
werte), so erscheinen sie in ihrem Gesamtverlauf sehr ahnlich (vgl. 
Abb. 1). 

Diese Tatsache scheint ein erneuter Beweis fiir die an anderer Stelle 
ausgesprochene Vermutung zu sein, daf die Immunglobuline durch 
Umlagerung aus anderen Serumprotein-Fraktionen hervorgehen, bzw. 
unter Verlagerung des formativen Schwerpunktes innerhalb des in den 
Protein-Bildungsstatten bereitgestellten Materials gebildet werden. Die 
im Verlaufe eines Immunisierungsprozesses an Kaninchen zu_beobach- 
tenden Verinderungen innerhalb der Serumeiweif-Fraktionen, von 
denen alle Serumprotein-Komponenten betroffen werden, sind aus 
Abb.3 zu ersehen. Diese Abbildung zeigt deutlich, daB zu dem Zeitpunkt, 
an welchem die y-Globuline noch unverandert sind, infolge der starken 
Albuminabnahme bereits eine relative Proteinvermehrung in den &- und 
B-Globulinen bei gleichbleibendem GesamteiweiB8 erfolgt ist. Da durch 
friihere Untersuchungen bewiesen wurde, da bei immunisierten Ka- 
ninchen auch das «,- und $-Globulin Antik6rpereigenschaften besitzt, 
liegt die Vermutung nahe, dal die mittels der Hamagglutinations- 
methode friih nachweisbare Antikérperaktivitaét auf Proteine der - oder 
B-Globulinfraktionen guriickzufihren sein kénnte. In ihrer Gesamtheit 
bestatigen die papierelektrophoretischen Ergebnisse vollkommen die 
bereits friiher erhobenen Befunde tiber die Relation der Serumeiweif- 
korper im Verlauf der Antikérperbildung bei Kaninchen (HEYMANN u. 
Waautic 1958, WaHLIG 1956). 

Wie oben ausgefiihrt, sprechen Tuberkelbakterien auf die bactericide 
Wirkung des Properdins in vitro nicht an (DuBos u. SCHAEDLER 1956). 
Dagegen war es méglich, mittels der fir die Immunisierung verwendeten 
Keimsuspensionen, wenn sie im gleichen Verhiltnis wie Zymosan 
verwendet wurden, einen regelrechten Properdin-Nachweis zu fiihren. Die 
Keime verbinden sich in vitro mit dem Properdin normaler Kaninchen- 
sera und inaktivieren als Keim-Properdin-Komplex einen Teil des 
Komplements. Diese Eigenschaft der Tuberkelbakterien macht es 
wahrscheinlich, da8 auch in vivo eine Adsorption des Properdins an die 
Keime erfolgt, die zu einem raschen Absinken des Properdin-Spiegels 
fiihrt (die Phase der Properdin-Depression konnte bei der angewandten 
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Versuchsanordnung nicht erfaBt werden). Es folgt dann eine Properdin- 
zunahme, welche als die Reaktion des Organismus auf den gesetzten 
Reiz gewertet werden muB, wobei es in Beantwortung dieses Reizes zu 
einer Uberkompensation des Properdin-Defizites kommt. Diese Pro- 
perdin-Erhéhung bleibt jedoch wahrend der nachfolgenden Immunitat 
nicht erhalten, und die Auffassung scheint berechtigt, da der Pro- 
perdin-Titer einerseits und die Antikérperbildung bzw. die sich aus- 
bildende Immunitit andererseits nicht in unmittelbarer Beziehung 
zueinander stehen. 


Zusammenfassung 


Die Zusammenhange zwischen Properdin-System und Antikérper- 
bildung wurden an Kaninchen im Verlaufe von Immunisierungsprozessen 
untersucht. Dabei wurden die Veranderungen des Serum-Properdin- 
Spiegels mit Hilfe einer von McNatu (1957) angegebenen, in einigen 
Punkten modifizierten Properdin-Nachweismethode verfolgt, und gleich- 
zeitig spezifische Antikérperbestimmungen und papierelektrophoretische 
Analysen der Immunsera durchgefihrt. 


1. Wahrend des Immunisierungsprozesses kommt es zu einer deut- 
lichen, kurz andauernden Zunahme des Serum-Properdin-Gehaltes. 
Nach einem zweiten, geringeren Anstieg nahern sich die Properdin- 
Werte den AusgangsgréBen. 


2. Die Antikérperbildung setzt sofort nach Immunisierungsbeginn ein, 
und die Titer der Immunsera steigen wahrend lingerer Zeit mehr oder 
weniger stark an. 


3. Im Verlaufe der Immunisierung kommt es nach charakteristischen 
Veranderungen aller Serumproteinkomponenten zu einem fir die 
Antikérperbildung typischen y-Globulin-Anstieg. Die Proteinvermehrung 
im y-Globulin ist papierelektrophoretisch erst spiter nachweisbar als die 
im Haimagglutinationstest erfaBbare Antikérperbildung. 


4. Die zur Immunisierung verwendeten Tuberkelbakterien verbinden 
sich, ahnlich wie das Zymosan, in vitro mit dem Properdin normaler 
Kaninchensera. Der Keim-Properdin-Komplex hat wie der Zymosan- 
Properdin-Komplex die Eigenschaft, Komplement zu inaktivieren. 
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Studien iiber die UV-Mutabilitat verschiedener Stamme 
von Serratia und tiber die Natur der Farbungsmutationen* 


Von 
R. W. KAPLAN 


Mit 1 Textabbildung 
(Eingegangen am 28. Juli 1958) 


I. Problemstellung 


Fiir die seit 1945 an Serratia (Bact. prodigiosum) unternommenen 
Studien tiber den Mutationsvorgang wurde ein rotpigmentierter Stamm 
benutzt (K), der zufallig verfiigbar war. Er zeigt 2 Mutationstypen, die 
sich durch gedinderte Farbung ausweisen und von denen einer so haufig 
induziert wird, daB die sonst iiblichen selektiven Methoden des Mutanten- 
nachweises nicht nétig sind. Die Zahlen der Mutanten- und normalen 
Kolonien kénnen vielmehr auf der gleichen Plattenkultur festgestellt 
werden, was viele Vorteile bietet und Unsicherheiten vermindert. Der 
naher studierte Mutationstyp war insofern interessant und ungewohnlich, 
als er die sogenannten ,,s‘‘-Kolonien liefert. Diese stellen Mosaiks aus 
roten und weifen schlierigen Sektoren oder Flecken dar und zeigen in der 
Nachkultur Mischungen von normalroten (r), fast weiBen (w) und wenig 
Mosaik-(s)-Kolonien. Nach der bisherigen Analyse scheint dieses Mosaik 
dadurch verursacht zu sein, daB in der (einkernigen) Mutterzelle der 
Kolonie zunachst ein labiles (hochmutables) ,,Allel‘‘ induziert wird, wel- 
ches waihrend des Koloniewuchses schnell spontan zu den stabileren 
Typen w und r weiter- bzw. zuriickmutiert. Allerdings war die Méglich- 
keit nicht ganz auszuschlieBen, da die verantwortliche Erbstruktur 
(Gen?) unterteilt ist (z. B. das Chromosom in Subchromatiden) und daB 
nur ein Teil der Untereinheiten mutiert (nach w), wahrend der Rest 
normal (r) geblieben ist, so daB bei den folgenden Zellteilungen die 
mutierten und nichtmutierten Untereinheiten auf verschiedene Zellen 
verteilt werden (Segregation) (KAPLAN 1952). Es schien interessant, die 
Verbreitung dieses Mosaikmutationstyps festzustellen, um beurteilen 
zu kénnen, ob ein nur einmaliges oder mehr allgemeines Phinomen vor- 
liegt. Daher wurde bei einer Reihe von anderen Serratia-Stimmen das 
Vorkommen verschiedener Farbungsmutationen ohne und mit UV- 
Bestrahlung untersucht. Dabei sollte zugleich auch die Verbreitung der 


* Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. B. Rasnwsky zum 65. Geburtstag gewidmet. 
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ungewohnlich groBen spontanen Haufigkeit von Farbungsmutationen bei 
Serratia gepriift werden. Ein Nebenziel war das Auffinden von fir die 
Mutationsforschung noch besser geeigneten Staémmen, die womdglich die 
Testung mehrerer Mutationstypen nebeneinander ohne selektive Kunst- 
griffe erméglichen. Dies wurde erreicht, und die genauere Untersuchung 
dieser neuen Stimme, insbesondere von Stamm OV, gab noch einige 
weitere Aufschliisse. So wurde festgestellt, inwieweit an der Zunahme der 
Mutantenrate nach UV-Bestrahlung selektive Anreicherung besser tiber- 
lebender Spontanmutanten beteiligt ist. Ferner wurden weitere, gute 
Indizien gefunden fiir das Entstehen der Mosaikkolonien nicht durch 
Segregation sondern durch Labilmutation. Auch die Frage, ob die 
haufigen Farbmutationen von Serratia im Bakterienzellkern (Nucleoid) 
entstehen oder plasmonisch sind, wurde angegangen. SchlieBlich zeigten 
sich neve Aspekte fiir das Problem der Dosiseffektkurve mit Maximum, 


der elektiven Mutabilitaét sowie des Zusammenhangs von Kern; und 
Trefferzahl. 


II. Methodik 


Aus einer gréBeren Zahl von Stammen, welche dankenswerterweise von vielen 
Kollegen Deutschlands und (Qsterreichs aus ihren Sammlungen iibersandt worden 
waren, wurden 24 ausgewahlt, die auf Serratia-Minimalboden (Kapitan 1952) gut 
wachsen und rot (r) gefarbte Kolonien bilden. Aus 14 dieser Stamme wurde je 
eine relativ stabile hellrote (h) Mutante gewonnen. Jeder der Stamme ist mit 
2 groBen Buchstaben bezeichnet, die der alphabetischen Reihenfolge ihres Kingangs 
entsprechen. Mutanten bzw. Varianten sind nach dem Phan der Kolonie benannt 
und mit einem dieses charakterisierenden kleinen Buchstaben bezeichnet, der durch 
einen Strich (/) vom Eltersymbol getrennt wird (z. B. ist CV/h eine hellrote 
Mutante vom Stamm CV). Folgende Phiane bzw. Phangruppen wurden haufig beob- 
achtet: Normal-rot = r, dunkler rot als der normale Elter = d, heller rot = h, 
weif bis fast wei8 — w, Zwergkolonie (kleiner als halber Durchmesser der Nachbar- 
kolonien) = z, weibe Zwergkolonie = WZ, Mosaikkolonie = s, transparent = t, 
adrig-liniert = 1, zinnober (gelblich rot) = c, rotrandig = rd. 

Jedes Symbol faBt meist eine Gruppe von gleichen oder ahnlichen Phainen 
zusammen, die innerhalb eines Stammes zwar von den anderen Phangruppen gut 
unterscheidbar ist, die aber in sich nicht homogen zu sein braucht und die oft nicht 
mit der gleichbezeichneten Gruppe eines anderen Stammes im Aussehen identisch ist. 

Jene Ungleichheit der in eine Phangruppe eingereihten Variantentypen zeigt 
sich besonders gut in Nachkulturen. Dies sind Plattenkulturen, die aus einer 
Einzelkolonie unter Zwischenschalten einer Verdiinnung so beimpft sind, daB 
einige hundert Einzelkolonien wachsen. Da eine Kolonie die Nachkommenschaft 
meist nur einer Zelle ist (eine Kolonie = etwa 10° Zellen = etwa 30 Zellteilungs- 
generationen), zeigt sich in den Nachkulturplatten die genotypische Beschaffenheit 
der Elterkolonie. Um zu entscheiden, ob eine phanisch abweichende Variantenkolo- 
nie eine Mutante oder eine nichterbliche Modifikation darstellt, wurde eine Nach- 
kulturplatte zur Halfte mit dem Eltertyp, zur anderen Halfte mit der Variante 
beimpft. Bei nicht-erblichen (modifikativen) Varianten unterscheiden sich die 
Kolonien auf beiden Halften nicht, bei Mutanten dagegen deutlich, z. B. in Farbe, 
GréBe, Mutantenanteil. 
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Fir die Bestrahlungsversuche wurde 
gewohnlich eine Zellsuspension in Saline (KAPLAN 
1956) aus einer oder wenigen Kolonien von einer 
3 Tage bebriiteten, mit 10? bis 10° Hinzelkolonien 
bewachsenen ,,Stammplatte hergestellt. Die 
Zellen sind hier in der Ruhephase und meist ein- 
kernig. Schon die (aus einer Kolonie beimpfte) 
Stammplatte hatte den spontanen Mutanten- 
gehalt angezeigt; er unterscheidet sich von dem 
in den unbestrahlten Kontrollen der Versuche 
nicht oder kaum. (Die Fluktuationen des Gehaltes 
an spontanen Farbmutanten infolge clonalen 
Wuchses der Mutanten sind bei Serratia, im 
Gegensatz zu den tiblichen seltenen Mutationen, 
z. B. zur Gift-Resistenz, gering ; denn eine Kolonie 
stellt eine fiir diese haufigen Mutationen der Rate 
etwa 10- bis 10-4 weit tiberkritische Population 
[Kapian 1956] dar.) Die Bestrahlungssuspension 
wurdein einer Petriplatte, die auf einem Drehtisch 
wahrend der UV- Gabe zur Durchmischung ge- 
dreht wurde, unter einer Hg-Niederdrucklampe, 
Typ Osram HNS 12 ozonfrei, in 30 cm Abstand 
bestrahlt. Vorher wurde jeweils die Intensitat der 
Wellenlange 254 my mit dem UV-Dosimeter nach 
LATARJET gemessen und auf 20ergmm™ sec7t 
eingestellt. Nach verschiedenen Bestrahlungs- 
dauern wurden der Suspension Proben von 1 ml 
entnommen, verdiinnt und auf Platten mit 
Minimalmedium ausgespatelt (siehe KaPpLaN 
1956). Nach 36—48 Std Bebriitung bei 30°C 
wurden die Mutanten- und Normalen-Kolonien 
ausgezahlt. In Versuchen mit meist mehrkernigen 
Wuchsphasenzellen wurde eine Suspension in 
Minimallésung unter Beliiftung 6 Std lang be- 
briitet, dann unter Zentrifugieren gewaschen und 
in Saline resuspendiert. Die Zellkonzentration 
wurde nach mikroskopischer Zahlung in einer 
Zahlkammer auf 107/0,1 ml eingestellt. Die Far- 
bung der Nucleoide von mit OsO, fixierten Ruhe- 
sowie Wuchsphasenzellen geschah mit Giemsa 
nach 20 min Hydrolyse in 0,1 n HCl bei 56° in 
iiblicher Weise. 


III. Ergebnisse und Folgerungen 


A. Mutabilitaét der 24 Stéimme 


In der Tab.1 sind die Ergebnisse von 
einem Teil der 24 Stamme und ihren 
14 h-Mutanten eingetragen. Ein Blick 
darauf zeigt, daB erhebliche Mannigfaltig- 
keit sowohl hinsichtlich der Tétung alsauch 
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Mutabilitat besteht. Die Uberlebendenrate u nach 70 sec UV variiert ins- 
gesamt (unter Einschlu8 der in Tab. 1 nicht enthaltenen Werte) von 
10-%,79(F K u. OR) bis 10-124 (CV), der Bruchteil UV-induzierter Varianten 
von 1,8°/, (BU) bis 19°/, (CV), der Anteil spontaner Varianten in den r- 
Stémmen von 0,4°/, (CR) bis 8°/) (CK). Eine Korrelation von Totung 
und UV-Mutabilitat tritt nicht zutage: 14 der 24 r-Stémme (= 58°/o) 
zeigten mehr als 5°/, Zunahme der Mutanten durch 70 sec UV, 9 eine 
geringere Uberlebendenrate als 10-3, wovon 6 (6/9 = 66°/,) zu den 
stirker UV-mutablen gehoren. Bei Unabhingigkeit von Tétung und 


UV-Mutabilitat waren aed = 21,8°/, tétungssensible UV-mutable 


Stiimme zu erwarten gewesen; beobachtet wurden 6/24 = 25°/), was von 
der Erwartung nicht signifikant differiert. Der starkst UV-mutable 
Stamm CV ist zugleich der tétungsresistenteste. Dieser Zusammenhang 
ist aber wohl nur zufallig; denn die stark mutablen Stamme FN (Mutan- 
tenzunahme 8,2°/,) und AU (8,5°/) sind sehr wenig totungsresistent 
(u = 10-%.15 bzw. 10-35), die ebenfalls stark mutierenden CD, CG u. CU 
haben mittlere Tétungssensibilitét. Auch zwischen der spontanen und 
UV-induzierten Mutabilitat besteht kein merklicher Zusammen- 
hang. 15 der 24 (= 62°/,) Stamme zeigten mehr als 1°/, spontane Muta- 
tionen; von ihnen gehéren 6 = (40°/,) zu den erwahnten 14 starker UV- 
mutablen. Zu erwarten waren bei Unabhingigkeit von spontaner und 


& : one 15 
induzierter Mutabilitat ane = 23,4°/,, gefunden wurden 6/24 = 25°/, 


spontan und zugleich induziert Starkmutable. Die UV-Mutabilitat der 
h-Mutantenstaémme erscheint im Mittelwert etwas geringer als die der 
r-Eltern (4,11°/) gegen 5,62°/,). Dem entsprechend zeigten nur 4 der 
14 h-Stémme (= 28,6°/,) induzierte Zunahmen der Mutanten von iiber 
5°/). Dies kénnte darauf beruhen, da die Mutabilitat von Serratia im 
allgemeinen mehr in Richtung auf schwiachere als auf stirkere Pigmen- 
tierung geht (siehe unten) und beim an sich schon geringen Farbstoff- 
gehalt der h-Typen weniger Mutationen manifestiert werden. Wir kénnen 
ja im allgemeinen nur die durch phinische Unterschiede bemerkbaren 
Mutationen feststellen, nicht oder nur selten (z. B. an der Mutabilitat) die 
,intraphanischen“‘ (KaPLAN 1947). Interessant ist der aus den Versuchen 
abzuleitende Befund, daB& eine deutliche Korrelation der Mutations- 
haufigkeit bei Elter (r) und der h-Mutante nicht besteht: 4 der 14 
h-Stémme hatten Erhéhungen des Mutantengehaltes durch 70 sec UV 
von tiber 5°/,. Davon hatten aber nur 2 einen stark UV-mutablen r-Elter. 
Bei Unabhangigkeit der UV-Mutabilitat von Elter und h-Mutante waren zu 


erwarten 5; ° {4 — 16,7°/, stark mutierende h-Stimme mit stark mutieren- 


dem 1-Elter; gefunden wurde der nicht signifikant unterschiedliche 
Anteil 2/14 = 14,3°/,. Durch die Mutation r —>h erscheint die 
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UV-Mutabilitat (oder die Mutations-Manifestation) des tibrigen fiir die 
Pigmentierung verantwortlichen Genomanteils beeinflu8t zu sein. Dies 
entspricht Befunden von DremeErec (1954) an Auxotrophiemutationen 
von B. coli. 

Die Dosiskurven der Tétung sowie auch der Mutation sind offenbar 
stammspezifisch. Eine semilogarithmisch etwa lineare, also der Kin- 
3 trefferfunktion folgende, Totungskurve war bei 11 der 24r-Stamme (46°/,) 

und 8 der 15 h-Mutanten (53°/,) angezeigt. Etwa bei einem Drittel aller 
Staimme (13/39) deutete die Mutationskurve eine Abweichung von der 
Linearitat nach unten (Sattigung) an, bei 8 eine nach oben (Mehrtreffer- 
prozef). 4 der letzteren, also 50°/, gehdrten zu denen mit Mehrtreffer- 
totung; ein Zusammenhang zwischen Mutation und Totung durch UV ist 
also fir die Kurvenform (Trefferzahl) nicht nachzuweisen gewesen. Dies 
stiitzt die verschiedentlich geiuBerte Ansicht, daB die Tétung nicht (nur) 
durch Letalmutationen geschieht. 

Betrachtet man die Haufigkeit der einzelnen Mutanten-Phane, 
so fallt sofort auf, daB die Verstiérkung der Farbung (d) sehr viel seltener 
ist, als die Abschwachung (h, w). Im Durchschnitt der 24 r-Stamme sind 
die letzteren Mutanten etwa 32mal haufiger als die ersten. Dieser Durch- 
schnitt ist bei den 14 h-Staémmen stark zugunsten der d verschoben, die 
hier nur 2,7mal seltener sind, als jene. Dies liegt aber daran, dais 2 der 
h-Mutanten (BU/h und CH/h) besonders haufig dunklere Mutationen 
produzieren, und zwar schon spontan (10,7 und 11,8°/,), ohne deutliche 
Vermehrung nach UV. SchlieBt man diese beiden Stamme aus, so betragt 
die Haufigkeit im Mittel der 13 Stamme sogar nur 1/53 derjenigen der h 
und w. Diese Seltenheit verstarkter Pigmentsynthese gegentiber ver- 
minderter durch Mutation besonders beim ,,Wildtyp r zeigt, da die 
,,Ungerichtetheit“ der Mutationen nur in Hinsicht auf bessere Anpassung 
an das Milieu besteht, nicht dagegen beim Vergleich der Wahrscheinlich- 
keiten zweier entgegengesetzter Richtungen. Hier ist durchaus nicht jede 
denkbare Veranderungsrichtung gleich haufig, sondern gewisse Phano- 
typen sind bevorzugt, andere selten oder ganz fehlend. Das ist verstand- 
lich aus der blinden Zufalligkeit, mit der die Mutationen in das kompli- 
zierte Gefiige der Reaktionen in der Zelle eingreifen. Ahnlich wie die 
meisten blind vorgenommenen Schaltungsverdnderungen in einem Fern- 
sehgerat den Apparat ganz verderben oder den Empfang verschlechtern 
und nur ganz seltene oder tiberhaupt keine ihn verbessern, werden auch 
die analog im Zellgetriebe wirkenden Mutationen haufig die Zelle toten 
oder schadigen, oft die Synthese eines Enzyms und damit die Bildung 
eines Metaboliten, z. B. des Pigments, hemmen. Nur selten werden sie die 
Enzymsynthese und damit unter Umstinden die Pigmentbildung 
fordern, insbesondere gegeniiber dem ,,Wildzustand™ (r), der sich in 
langer natiirlicher Selektion als optimal erhalten hat. In dieser 
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bevorzugten Entstehung bestimmter Mutantenphine kénnte eine der 
Ursachen von Orthogenese in der Phylogenie liegen. 

Der haufigere Verlust des Pigments gegeniiber einer Vermehrung 
durch Mutation zusammen mit der groBen spontanen Haufigkeit solcher 
,,Verlust‘‘-Mutationen kénnen die Frage aufwerfen, warum Serratia nicht 
schon langst in der Phylogenie das Pigment verloren hat. Hierbei 
mu jedoch bedacht werden, da die in den Versuchen verwendeten 
h-Mutanten als besonders stabile unter vielen spontan mutableren Typen — 
ausgewahlt sind. Zu diesen letzteren gehéren z. B. die erwahnten BU/h 
und CH/h. Beim friiher verwendeten, hier nicht einbezogenen Stamm K 
mutieren die pigmentarmen w-Mutanten wesentlich haufiger zum r-Typ 
als dieser zu w. Dies gilt fiir viele andere Stémme auch, ja vielleicht fir 
die meisten. Es hat die Wirkung, daB sich nach einigen Generationen ein 
Gleichgewicht einstellt mit Vorwiegen der meist stabileren r-Typen. Das 
Auftreten stabiler h- und w-Mutanten in vielen Stimmen miiBte aber 
doch zum haufigeren Auffinden dieser Typen in der Natur fiihren. DaB 
solche tatsichlich nur selten isoliert werden, konnte auf einem selektiven 
Vorteil der Pigmentreichen beruhen. Vielleicht werden r-Stamme aber 
auch nur infolge ihrer gréBeren Auffalligkeit haufiger registriert. 

Von den 24 r-Stémmen ergab nur einer (CR) keine Farbmutanten; er 
erzeugte nur Zwergkolonien (z), von denen aber mdglicherweise nur 
wenige echte Mutanten sind. Die meisten Stémme bildeten sowohl w- als 
auch h-Mutanten nebeneinander; nur 4 W und CR, neben dem friiheren 
K, mutierten nur zu w. Die untersuchten h-Mutanten produzierten bis- 
weilen ein anderes ,,Mutantenspektrum“ als ihr Elter, z. B. besitzt AT 
d-Mutationen, A7'/h jedoch nicht; in CH werden relativ viele s und 
wenige w induziert, in CH/h ist es umgekehrt; CV hat dagegen relativ 
mehr w als CV/h. 

Mosaikkolonien (s) wurden bei allen Stémmen beobachtet und sind 
nach UV immer vermehrt. CR bildet spontan keine, jedoch wenige nach 
UV-Bestrahlung. Weniger als 1°/, wurden bei 9 der 24 Staémme induziert, 
davon gehoren 6 zu den 14 stark UV-mutablen. Bei Unabhingigkeit von — 


allgemeiner UV-Mutabilitét und Mutation zu s waren = A = 21,8°/, 


stark UV-mutable, zugleich wenig Mosaiks liefernde Stiimme zu er- 
warten; gefunden sind 6/24 = 25°/,. Die Mutation zu Mosaikkolonien 
erscheint also weitgehend unabhingig von den anderen Mutationen. Die 
Mosaikmutationen sind nach diesen Befunden kein Sonderfall nur beim 
Stamm 4, sondern eine zumindest bei Serratia allgemeine Erscheinung. 
Daneben entstehen bei den meisten Stiémmen auch in toto mutierte 
Kolonien. Aber auch bei anderen Organismen, wie Streptomyces (NEW- 
COMBE 1953) oder B. coli wurden Mosaiks gefunden. Sie lassen sich 
allerdings nur beobachten, wenn man auf die selektiven Methoden 
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verzichten kann, die bei den sonst meist untersuchten, sehr seltenen 

Mutationstypen (Anauxotrophie, Resistenz) notwendig sind. Vermutlich 

kommen sie auch zum Teil hier vor, bleiben aber wegen dieser Methodik 

verborgen. DaB sie keineswegs nur durch Kernsegregation aus durch 

Mutation heterokaryotisch gewordenen mehrkernigen Zellen entstehen, 

wird schon durch die vorwiegende Einkernigkeit der Ruhezellen von 
Serratia nahegelegt (siehe unten). 


B. Beteiligung von Selektionan der UV-induzierten 
Mutantenzunahme 


Wenn nach einer Behandlung eine Zellpopulation einen hédheren 
Bruchteil an Mutanten enthalt als vorher, so kann das auBer an Aus- 
lésung neuer Mutationen durch das Agens auch auf einer geringeren Ab- 
tétung von schon vorher vorhandenen, spontanen Mutanten beruhen. Die 
Méglichkeit solcher selektiver Mutantenzunahme wird oft nicht beriick- 
sichtigt, obwohl Spontanmutanten fast immer in geringer Zahl vorhanden 
sind. Bisweilen begniigt man sich damit, einige Mutanten zu isolieren und 
ihre Tétung mit dem Elterstamm zu vergleichen (LABRUM u. BUNTING 
1953). Oder man stellt fest, daB durch ein mutagenes Agens die Absolut- 
~ gahl der mutierten Zellen ansteigt (WESTERGAARD 1951). Im ersten Falle 
kann der Zufall bei der Auswahl der Mutanten irrefiihren, im zweiten 
bleibt das Ausma eventuell beteiligter Selektion ganz unklar. Aus 
diesem Grunde war schon vor einiger Zeit (KaPLAN 1953) eine Methode 
vorgeschlagen und erstmalig angewendet worden, die eine Trennung 
des Anteils von Mutation und Selektion am Zustandekommen 
einer Dosiseffektkurve erméglicht. 

Schon die oben erwahnte Beobachtung, dai 6 der untersuchten 
h-Mutanten tédtungsresistenter sind als der zugehorige Elter, legt den 
Verdacht auf Beteiligung von Selektion an der erhohten Mutantenaus- 
- beute nach UV-Gabe nahe. Ein solcher Verdacht besteht besonders, wenn 
die Dosis-Mutationskurve nach oben konkav ist, da bei reiner Selektion 
ohne Mutation der Mutantengehalt anfangs etwa exponentiell wachst. 
Lineare Dosisabhangigkeiten kénnen dagegen durch Selektion allein 
nicht oder kaum entstehen. Im allgemeinen scheinen Falle reiner Selek- 
tion ohne wesentliche Neumutation selten zu sein; denn dann sollte auch 
gelegentlich eine Abnahme des Mutantengehalts durch Bestrahlung beob- 
achtet werden. Im vorliegenden Material wurde aber bei den r-Staémmen 
eine deutliche Abnahme nur der w in CK gefunden. Es wurden daher 6 
der starker mutabel erscheinenden Stamme mit jener Methode naher 
untersucht. Dabei ist auch der von BUNTING u. Mitarb. verwendete 
Stamm HY eingeschlossen, der dankenswerterweise von Frau Dr. M. 
J. Buntine iiberlassen worden war. 
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Die Methode basiert auf folgender Uberlegung: Die Zunahme des Mutanten-~ 


anteils m mit der Dosis D setzt sich zusammen aus der Zunahme durch Mutation 
und der durch Selektion dm/dD = dm, /AD + dmg/dD. Solange m nicht hoch ist 
(1—m = 1), ist der Mutantengehalt durch reine Mutation my = Mp + M(D), 
derjenige durch reine Selektion mg = m,S(D). Hierin ist my) der Gehalt vor der 
Bestrahlung (spontan, D =o) und M(D) die Mutations-, S(D) die Selektions-— 
funktion; M beginnt bei 0, S bei 1. (Im Falle von Eintreffermutation ware M = wD, 
bei Eintreffertétung beider Zellsorten S ~ e®P, wobei « die Mutationsrate je 
Dosiseinheit, 6 die Differenz zwischen der Tétungsrate der (spontanen) Mutanten 


und der Normalen bedeutet.) Integriert ergibt sich dann m = M(D) + m,S(D)._ 
Haben wir zwei Experimente mit verschiedenen Ausgangsmutantenanteilen, my, und - 


Myo, 80 laBt sich die Selektions-Dosisfunktion berechnen zu S(D) = = ss ~2 wee 
01 02 0 
Die Mutations-Dosisfunktion ergibt sich aus M(D) = m, — m,,8. Hierin be-— 
deuten m, und m, die bei der gleichen Dosis D in beiden Versuchen gefundenen 
Mutantengehalte. Falls nur Mutation ohne Selektion vorliegt, wird S = 1 fiir alle 
Dosen, also A = Ay, d.h. die Dosiskurven beider Versuche laufen parallel (im 
semilogarithmischen Raster konvergieren sie). Falls nur Selektion ohne Mutation 
geschieht, gilt M = O, also m, = mp,S, m, = Mp5, M,/M, = Mpo/My, = Q = Qo. 
Der Quotient der Mutantengehalte ist also dann konstant bei allen Dosen. Im line- 
aren Raster divergieren beide Kurven und extrapolieren riickwarts nach einem 
Punkte auf der negativen Seite der D-Koordinate (im semilogarithmischen Raster 
laufen sie parallel). Wenn m merklich gegen 1 wird (> 10°/,), so gelten diese Aus- 
sagen nur noch ungenau. Wahlen wir jedoch an Stelle des Mutantenbruchteils m das 
Verhaltnis von Mutanten zu Normalen, so gelten sie bis in héhere Dosisbereiche. 


Um die Beteiligung beider Vorgainge an der Mutantenzunahme durch 
UV bei jenen 6 Stémmen kennen zu lernen, wurden jeweils 2 parallele 
Versuche angestellt, in denen je 1 Suspension mit normalem Gehalt an 
Mutanten (A) und eine mit erhdhtem Gehalt (B) mit den gleichen UV- 
Dosen bestrahlt wurden. Die Suspension B war dadurch gewonnen 
worden, daf zu einer Portion Suspension A eine Mischung aus einigen 
Dutzend Mutantenkolonien verschiedener Typen von Platten aus UV- 
Bestrahlungsversuchen zugesetzt worden war. Durch die Wahl UV- 
Uberlebender war gewihrleistet, daB eine groBe Zahl Typen geprift 
wurde, die schon eine mégliche Anreicherung infolge héherer Resistenz 
gegen UV durchgemacht haben konnten. In der Tab. 2 sind die in einem 
der Versuche mit Stamm CV gefundenen Werte fiir m,,, m,, Mog, M, sowie 
A und Q eingetragen. Die Ergebnisse eines 2. Versuchs entsprechen 
diesem. 

Beim Vergleich der A- und Q-Werte verschiedener Dosen sind 
folgende Fille zu erwarten: 1. A konstant, Q mit Dosis zunehmend, 
falls nur Mutation vorliegt. 2. A zunehmend, Q konstant, falls nur 
Selektion geschieht. 3. 4 und Q zunehmend: Mutation und zugleich 
Selektion. 4. 4 abnehmend, Q zunehmend: Mutation und zugleich 
negative Selektion (Elimination, Ausmerzen der Mutanten wegen 
geringer Tétungsresistenz). Tab. 2 zeigt eine fallende Tendenz fiir das A 


em 
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der Summe aller Mutantentypen, eine steigende fiir das Q. Daraus ware 
auf Beteiligung von Elimination neben Mutation zu schlieBen. Jedoch 
muB bedacht werden, daB hier die Mutantengehalte m hoch sind, so dah 
die erwahnte Grundbedingung der exakten Giiltigkeit der Formeln nicht 
erfiillt ist. In diesem Falle kann A auch bei Mutation allein fallen, z. B. bei 
Eintreffermutation nach 4 = A,e-“?. Da& trotzdem Elimination mit- 
wirken diirfte, deuten die fallenden Tendenzen der A auch bei den w-, s-, 
und wz-Typen an, die m-Werte unter 10°/, haben. Bei den w-Mutanten 


Tabelle 2. UV-Bestrahlung einer Suspension mit normalem (A) und erhdhtem (B) 
Mutantengehalt von Serratia CV 


Mutantentypen in Prozent N= 


Dosis |—lg u Summe gezihlte 
h w 8 WZ Z sonst. Kolonien 
A On 0,87 | 0,96 0,20) 0,10) 0,10) 90 2,21-+0,47} 962 


50” 10,84] 4,48 | 2,35 3,86| 3,20} 3,00} 1,30]18,2+1,77| 469 
100” } 2,18 |10,0 5,92 | 10,03| 6,72] 4,28] 1,83]38,9+2,0 | 606 


B 0” 4,55 | 8,40 1,37| 0,93| 0,35| 0,35 |16,0+1,25) 857 
50” | 0,79 }10,2 6,23 4,93| 3,34| 2,22] 1,11]27,3--2,1 | 450 
100” | 2,16 }11,0 7,25 8,09) 6,06| 3,37) 4,63|/40,4+2,0 | 594 


A= Of 3,68 | 7,44 1,17) 0,83) 0,25} 0,35 13,8 
m,— | 50” 5,72 | 3,88 0,37| 0,14 |—0,78 |\—0,19 opi! 
mM, 100” 1,00 | 1,33 |—1,94|—0,66 |—0,91| 2,80 1,5 
Qy = 0” 0,19 | 0,11 0545) 50,14 \p, 10,29 15 0 0,38 
m,/m,} 50” 0,44 | 0,38 0,91| 0,96} 1,35] 1,17 0,67 
100” 0,91 | 0,82 124 et UI ALT 0539 0,96 


ist z. B. der Abfall von A, = 7,44 + 1,24 auf A (100 sec) = 1,33 + 1,45 
mit der Zufallswahrscheinlichkeit P = 2-10-* gesichert. Bei den h ist 
dagegen weder der Anstieg A, = 3,68 + 1,09 auf A (50sec) = 5,72 
+ 1,72 (P = 32°/,), noch der Abfall von A, auf A (100 sec) = 1,00 + 1,69 
(P = 19°/,) signifikant. Auch der Abfall von A bei den Mosaikkolonien 
(s-Typen) ist nicht auberzufallig (P = 18°/o), dasselbe gilt fiir den der 
wz. Die negativen A, insbesondere bei den Zwergkolonien (z) liegen in 
der Zufallsspanne. Diese Varianten waren. im Vergleich mit der Suspen- 
sion B kaum erhéht, was darauf deutet, da sie meist gar nicht auf 
Mutation beruhen, sondern wohl auf verzogertem Zellteilungsbeginn 
durch das UV. Dies wird durch die Nachkulturen bestatigt (siehe unten). 
Im ganzen zeigt sich bei Stamm. CV, daB® durch das UV mit Sicherheit 
Mutationen aller Art ausgelést werden, da aber wenigstens zum Teil 
(gesichert bei den w, unsicher bei h, s und wz) auch Elimination am 
Verlauf der Dosiskurve mitwirkt. 

Tab. 3 enthalt die Schliisse, welche aus den entsprechenden Versuchen 
mit allen 6 Staémmen gezogen werden konnten. Danach werden Mutationen 
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mit Sicherheit in allen Stéammen mit Ausnahme von CD durch UV 
ausgelést. Bei den s-Kolonien zweier Stamme (CU und HY) waren die 
Ergebnisse wegen zu kleiner und daher variabler A zu unsicher, um 
Schliisse ziehen zu kénnen. Meist wirkt neben Mutation auch Mutanten- 
elimination mehr oder minder deutlich an der Dosiseffektkurve mit, 
wihrend eine Zunahme des Mutantenbruchteils hauptsichlich durch 
Selektion nur in 2 Fallen (CD/h und CU/wz), unter wahrscheinlicher 
Beteiligung auch von Mutation in 2 weiteren Fallen (OD/m und H Y/wz) 


Tabelle 3. Beteiligung von Mutation und Selektion am Zustandekommen des Anstiegs 
des Mutantengehalts durch UV -Bestrahlung 
S = Selektion, E = Elimination, M = Mutation. In Klammern die unsicheren 
Faktoren 


Mutanten-Typ 


Summe 
Stamm * aller Mutanten 
CV M + (BE) M+ E M + (E) M + (E) M+ E 
CU M + (EB) M tage M 
CQ M + (S) M + (8) M + (8) M M + (8) 
CD S (S) S+(M) | kM S + (M) 
AV M + (EB) M M+E | M M+ E 
HY} M+E M+E | S+ (M) M+E 


1 Die haufig spontan entstehenden rotfleckigen (speckled) Kolonien werden 
durch UV nicht vermehrt. 


vorkommt. Die Mehrzahl der Mutanten ist also wohl etwas tétungs- 
sensibler als der Elter. Nur bei Stamm CD war das Vorkommen von 
Mutation bei keinem gepriiften Mutantentyp einigermafen sicher an- 
gezeigt, zumindest der Hauptteil des Anstiegs des Mutantengehalts ist 
hier durch geringere Totung der Spontanmutanten bedingt. Selbstver- 
standlich kann auch eine geringe Zahl Mutationen ausgelést werden, die 
nur durch die unvermeidlichen Zufallsschwankungen verdeckt sind. 
Wegen der Bildung von Differenzen und Quotienten aus fehlerbehafteten 
Zahlen ist die Methode bei nicht sehr umfanglichen Versuchen nur 
relativ grob. Immerhin ist nach dem Dargelegten klar, da& zwar die 
meisten Erhéhungen der Mutantenrate durch UV auf Mutationsinduktion 
zuriickgehen, da aber mit dem Vorkommen bloBer Selektion gerechnet 
werden mu. Andererseits deutet die relativ haufige Mutantenelimination 
auf die Moglichkeit von Fallen, in dem sich diese und die Mutations- 
auslésung gerade die Waage halten. Dies wiirde den Anschein von 
,Mutagenstabilitat (DemmrEc 1955) erwecken. Die starkere Beriick- 
sichtigung von Selektion neben Mutation ware auch bei Untersuchungen 
an anderen Organismen zu wiinschen. 
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C. Die Natur der Variantenkolonien 

Die auf den Zahlplatten aus bestrahlten Suspensionen beobachteten, 
von normal abweichenden Kolonien kénnen sowohl genetische wie modi- 
fikative Varianten sein. Die Mutanten unterscheiden sich von den Modi- 
fikationen durch die Erblichkeit der Abweichung tiber viele Generationen. 
Wenn auch eine Einzelkolonie die tiber 25—30 Zellgenerationen ge- 
wachsene Nachkommenschaft von im allgemeinen nur 1 Zelle darstellt 
und damit ein Farbungsunterschied an ihr meist genetisch ist, so gilt das 
nicht mit gleicher Chance fiir eine GréBenabweichung, also z. B. fiir 
z-Kolonien. Diese kénnten aufSer durch geringere Wuchsrate und damit 
mutativ auch durch erst spateren Einsatz der ersten Zellteilung zu- 
stande kommen. Nach UV-Bestrahlung ist aber fiir B. coli eine recht 
variable Zellteilungsverzégerung (lag) nachgewiesen (z. B. WITKIN u. 
Tomas 1955). Da bei manchen Stémmen die Farbung mit der Kolonie- 
groBe zunimmt, kénnen bei stark variierendem Koloniedurchmesser be- 
sonders nach UV-Bestrahlung bisweilen etwas kleinere Kolonien fiir 
h-Mutanten angesprochen werden. Diese Gefahr besteht besonders bei 
Stamm CD, kaum bei CV. Wegen dieser Unsicherheiten wurde die 
mutative oder modifikative Natur einer Reihe von Variantenkolonien der 
obigen 6 Stémme in Nachkulturen gepriift. 

Tab. 4 enthalt die Ergebnisse an Stamm CV, Tab. 5 die gefundenen 
Bruchteile von Mutanten unter den gepriiften Varianten aller 6 Stamme. 
Jene zeigt, daB die weitaus meisten Variantenkolonien von Stamm CV 
mutativer Natur sind, Tab. 5, da8 dies aber nur fiir einen Teil der 
Varianten anderer Stimme zutrifft. Nicht alle diese Mutanten sind 
jedoch so stabil, wie z. B. die gepriiften 6 h- sowie 12 w-Kolonien von CV 
(Tab. 4). Viele enthalten in den Nachkulturen einen Anteil weiterer 
Mutanten, z. B.2 der h-Kolonien 5—10°/, r, 5 andere etwa 1°/, w, eine 
weitere sowohl r wie w in einigen Prozenten. An diesen unterschiedlichen 
Mutantengehalten erweisen die zur gleichen Phangruppe gezahlten 
Varianten ihre genetisch verschiedene Struktur. Ob sie verschiedene 
Allele eines Gens oder mehrere Gene sind, bleibt zunachst unentschieden. 
Die meisten der Zwerg-Kolonien (z) sind keine Mutanten sondern Modi- 
fikationen (infolge Teilungsverzug?), wie die nur normalen Kolonien der 
5 Nachkulturen ausweisen. 3 der gepriiften 8 z sind jedoch genetisch ver- 
andert; denn sie erzeugen andere Abweicher, insbesondere h und w. Nur 2 
davon ergaben einen Anteil heller Zwerge (hz), vererbten also vielleicht 
den Zwergwuchs auf einen Teil der Nachkommen. Offenbar sind diese 3 
wegen der Kleinheit nicht bemerkte Mosaiks (s) gewesen. 

Die Nachkulturen von Mosaikkolonien (s) offenbaren eine sehr 
mannigfaltige ,,Aufspaltung™ in verschiedene Typen. Danach lassen 
sich wenigstens 7 verschiedene Gruppen unterscheiden. Die haufigste (17 
von 37) zeigt r, w, h und s-Typen nebeneinander, wobei die ,,r““-Kolonien 

LG 
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von dreien im Farbton nicht dem Elterntyp gleichen. Auch die s-Kolonien : 
der iibrigen gepriiften Stamme HY, CU, AV, CD, CG zeigten oft 
diese Mannigfaltigkeit der Typenzusammensetzung, am seltensten die 
3 letzten. Der in dieser Hinsicht einténige Stamm XK ist also wohl eine 


Tabelle 4. Nachkulturen von Mutantenkolonien aus UV-Versuchen mit Stamm OV 


ee | Anzahl Zusammensetzung der Nachkulturen Mutanten? 

h 6 alle h +) 

h 2 90—95°/,h, 5—10°/or -- 

h 5 etwa 99°/,h, etwa 1°/)w == ; 

h 1 etwa 85°/,h, etwa 10°/,r, etwa 2°/)w + 

Ww 12 alle w ae 

w 3 etwa 90—99°/,w, etwa 1—10°/)r oder h + ; 

WZ 5 alle wz + 

WZ 1 etwa 90°/,hz, etwa 10°/) wz oa 

Wz 1 alle w (+) 

WZ 2 nichts als wenige h- oder r-Kol. gewachsen + 
(auxotroph?) 

WZ 1 alle normal r — 

Z 5 alle normal r — 

Z 3 61—80°/,r, 8—35°/) hz, 2—29°/,h, 0,3°/)w (+) 

8 17 je etwa 10—40°/,r, (bei 3 nicht normal-r), + 
w und h, etwa 5—10°/)s 

8 9 je etwa 30—50°/,r und w, etwa 5—10°/)s + 

8 + je etwa 20—30°/)r und h, etwa 20—50°/)s + 

8 3 etwa 50—70°/,r, 30—50°/)s, etwa 0—2°/,w, ao 
0—3°/, hz ; 

s 2 etwa 60—80°/,h, 15—30°/,d, 0O—5°/, w, oS : 
1—5/ps 

8 1 etwa 50°/, w, 309/98, 5°/)h ++ 

8 1 75°/,w, 25°/,d, 19/8 + 


Tabelle 5. Anteil Mutanten an den Variantenkolonien 


Anzahl Nachkulturen mit Mutanten'/Anzahl nachkultivierter Variantenkolonien 


Stamm 


h Ww WZ Z she Sonstiges 
CV | 14/14 15/15 9/10 2(+ 1s)/8  |37/37 
CU 5/5 2/2 4(+ 1w)/5 | 1(+2s)/5 | 7/8 
CG 3/5 1/4 0/5 9/10 
CD 2/5 5/5 (1)/4 10/10 
AV 2/3 5/5 2(-+ 18)/3 0/3 7/7 | t:5/5 
HY | 8(+ 2s)/10| 8(+ 2s)/10| 8(-+ 18)/9 9/9 7/8 | speckled: 
15/15 


‘In Klammern ( ) die Anzahl Nachkulturen mit nur anderen Mutanten als dem 
Typ der Elterkolonie entspricht. 


* Alle Nachkulturen von s sind Mischungen verschiedener Typen. 
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Ausnahme. Daf diese Mosaiks genetische Varianten sind, ist aus den 
Nachkulturen klar zu ersehen. Fiir die Erklirung des ,,Aufspaltens” 
waren friiher, nach Entdeckung der s-Kolonien des Stammes K, die 
eingangs erwahnten beiden Méglichkeiten, die Segregations- und die 
Labilmutations-Hypothese, ins Auge gefaSt worden. Wenn auch an 
diesem Stamm einige Indizien eher fiir die 2. Méglichkeit sprachen, so 
konnte doch Entmischung (Segregation) teils mutierter, teils normal 
gebliebener homologer Untereinheiten der verantwortlichen Erbstruktur 
wihrend der Zellteilungen in der wachsenden Kolonie nicht sicher aus- 
geschlossen werden. 

Ein entscheidender Befund wire es, wenn die in den Mosaiks vor- 
kommenden normal (r) aussehenden Typen sich als tatsachlich unter- 
schiedlich gegen den Elter-r-Typ in irgend einem Charakterzug erwiesen. 
hatten. Die Segregationshypothese setzt ja voraus, daf nur ein Teil des 
Erbfaktors (z. B. Chromosomenlocus) mutiert, der Rest normal geblieben 
ist. Es wurden daher in den letzten Jahren eingehend die Spontan- 
mutations- sowie Wuchs-Raten! von je 5r-Stémmen aus 10 Mosaik 
(s)-Kolonien des Stammes K studiert und mit 10 r-Kolonie-Isolaten des 
Elterstammes K verglichen. Unterschiede wurden jedoch nicht gefunden, 
so daB jene r-Typen aus s-Kolonien wohl héchstwahrscheinlich mit dem 
r-Elter identisch sind. Diese Befunde lassen die Segregationshypothese 
also weiter zu und fordern fiir die Labilmutationshypothese echte Riick- 
mutation aus dem labilen Zustand. Ein Entstehen der Mosaiks durch 
bloBe Kernsegregation (Ryan 1954; WirKrn 1951) kommt jedoch nicht 
in Frage, da die verwendeten Ruhezellen sowohl des K- wie auch des 
CV-Stammes zum gro8ten Teil nur 1 Nucleoid enthalten; mehrkernige 
Zellen sind héchstens wenige Prozent zu finden, waihrend die Anteile der 
Mosaikkolonien durch UV auf 10—20°/, steigen konnen. Die Ent- 
mischung miBte also andere homologe Untereinheiten der Erbsubstanz 
betreffen als Nucleoide. Man kénnte an Di- oder Polyploidie (eventuell 
Endopolyploidie) oder Plasmoneinheiten denken, die jedoch wegen des 
Vorkommens auch von total mutierten Kolonien, besonders bei CV, nur 
einen Teil des Genoms beziehungsweise Plasmons oder der Zellpopulation 
umfassen dirfte. 

Die Nachkulturen der Mosaiks von OV schliefen aber auch diese 
Version der 1. Hypothese weitgehendst aus. Schon beim Stamm K 
waren einige wenige Mosaik-Nachkulturen beobachtet worden, die aufer 
w- und r-héhere Anteile von h-Kolonien besitzen. Dies ist bei CV offenbar 


1 Zur Wuchsratenbestimmung wurde in Roéhrchenkulturen mit Minimallésung 
die der Zellzahl proportionale Extinktion mit dem Colorimeter nach verschiedenen 
Zeiten gemessen. Der mit der Zeit steigende Logarithmus der Extinktion wurde 
graphisch dargestellt und aus dem linearen Teil der Kurve (Wuchsphase) die der 
Regression entsprechende Wuchsrate mit ihrem Fehler berechnet. 
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das iibliche (Tab. 4). Daneben gibt es aber hier auch Mosaiks, die 
iiberhaupt keine r, sondern nur h und (oder) w enthalten. Dies kann 
aber durch Teilmutation und Segregation nicht erklirt werden. Und auch 
das Vorkommen von 2 (w, h) Mutantensorten, neben normalen r in 
einem Mosaik, wire nur durch die Zusatzannahme zu verstehen, da der — 
nicht normal gebliebene Genteil entweder noch einmal durch 2 ver- 
schiedene Mutationen unterteilt oder aber labilmutiert ist. 


Tabelle 6. Nachkulturen von verschiedenen Kolonietypen der Nachkultur 
einer Mosaikkolonie 


Elter Anzahl Nachkultur-Zusammensetzung 
8 5 etwa 65°/)r, etwa 20°/,h, etwa 10°/)s, etwa 3°/)w 
Ww 100°/, w (reinweiB) 
Ww 2 91—100°/, w (rosa Schimmer), 0—9°/)s (r + w) 
h 3 etwa 45°/,r, 45°/,h (gepunktet), 10°/)s 
h 1 alle h (normal groB) 
h 1 alle h (kleiner) 
r 5 95°/,r (3 karmin, 2 gek6rnt), 1°/)w, 1,6°/)h, 
1,5°/,8, 19/92 


Dies wird nun noch weiter gestiitzt durch die Zusammensetzung der 
Nachkulturen von verschiedenen Kolonietypen aus der Nachkultur einer 
Mosaikkolonie des besonders haufigen Typs mit r, w, h und wenig s 
(Tab. 6). Wir sehen hier, daB die 5 gepriiften s-Kolonien in gleicher Weise 
wieder ,,aufspalten“ wie ihr s-Elter; sie vererben also diesen Charakter 
anscheinend unverandert weiter. Bei Segregation ware — selbst mit der 
obigen ersten Zusatzannahme — die Wahrscheinlichkeit fiir das Wieder- 
auftreten des gleichartig spaltenden Typs nach etwa 30 Zellteilungen 
sehr gering. Weiter finden wir, daB die w nicht einheitlich sind, sondern 
mindestens 2 Genotypen reprisentieren; dasselbe gilt fiir die h. Aber 
auch die r sind nicht identisch; sie umfassen neben anscheinend nor- 
malem r-Eltertyp noch 2 durch die Pigmentierung (karmin, gekérnte 
Farbstoftverteilung) deutlich differente Sorten. Damit waren also in der 
elterlichen Mosaikkolonie nicht weniger als 9 Genotypen vorhanden. 
Dies schlieBt aber ebenfalls ihre Entstehung durch Teilmutation und Ent- 
mischung aus. Es liBt sich andererseits dadurch verstehen, daB® zunachst 
durch die Bestrahlung ein hochmutables, in sich einheitliches Allel 
des verantwortlichen Erbfaktors entsteht, welches waihrend des folgenden 
Wuchses der Kolonie schnell spontan weiter zu stabileren Zustaénden 
mutiert. Dabei kann die Mutation in verschiedensten Richtungen gehen, 
und so ein vielfiltiges Mosaik an Genotypen in der Kolonie liefern. 

Die Mutationsrate dieser induzierten labilen Allele ist in den verschiede- 
nen s-Kolonien keineswegs einheitlich zu erwarten. Es kénnte das ganze 
denkbare Kontinuum von héchster bis zur itblichen geringen spontanen 
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Mutabilitat realisiert sein, und wir finden in der Tab. 4 tatsachlich Anhalt 
dafiir. Am labilsten sind wohl diejenigen s-Allele, welche nur ganz wenige 
Prozent s in der Nachkultur zeigen. Etwas stabiler sind diejenigen, die 
10—50°/, s-Kolonien ergeben; ihr Farb-Phanotyp lit sich wegen der 
Mosaiknatur ihrer Kolonien kaum sicher feststellen. Noch stabilere 
induzierte Allele diirften die als h oder w klassifizierten in toto geanderten 
Kolonien darstellen, die etliche Prozent anderer Mutanten spontan 
ergeben. Beispiele fiir normale Spontanmutabilitat bei Serratia CV 
sind die Mutanten mit wenigen Prozent Abweichern. Beispiele von be- 
sonders stabilem Genotyp sind diejenigen ohne Varianten in den 
Nachkulturen. 

Diese Befunde fiihren zu folgendem Bild des Mutationsvorganges: 
Durch das mutagene Agens werden (nach Durchlaufen pramutativer 
Zwischenschritte) neue Allele verschiedenster spontaner Mutationsraten 
erzeugt. Neben den meistbekannten normalstabilen entsteht eine ganze 
Skala verschiedenst labiler Typen, die in der folgenden Zeit spontan und 
schnell zu allen méglichen stabileren Allelen weitermutieren. Die sta- 
bileren liefern in toto-gednderte Kolonien, die je nach Mutationsrate 
einzelne Sektoren und Flecken anderer Allele, darunter auch den Elter- 
typ, enthalten kénnen. Bei héherer Spontanmutabilitat ist die Zahl und 
eventuell Mannigfaltigkeit der Sektoren gréSer und fiihrt zu den Mosaik- 
kolonien. Eine Grenze der spontanen Mutationsrate scheint es dabei 
weder nach unten noch nach oben zu geben. Nach langerer Zeit sammeln 
sich in einer Population verstandlicherweise die stabileren Genotypen an, 
so daB wir bei ,,natiirlichen™ Stimmen vorwiegend diese finden. Viel- 
leicht ist noch zusatzlich die Selektion durch das natiirliche Milieu 
darauf gerichtet, die nicht allzu verdnderlichen und daher angepaht 
bleibenden Typen zu bevorzugen. Nur wenn der veranderliche Charakter 
fiir die Lebenserhaltung gleichgiiltig ist, werden auch spontan hoher 
mutable Allele in der Natur zugelassen. Dies kénnte fiir die Pigmen- 
tierung von Serratia zutreffen. Die Mosaikbildung nach Mutations- 
auslésung bleibt natiirlich verborgen, wenn Selektion durch Gift oder 
Nahrbéden zum Mutantennachweis angewendet werden mu8, wie bei 
den meist untersuchten seltenen Mutationen von B. coli. Aber auch hier 
wurde zum Teil mit speziellen Methoden Sektorierung nachgewiesen 
(WrrKin 1951). Hine den Mosaiks von Serratia analoge Erscheinung sind 
wohl die Sektorkolonien von Streptomyces (NEWCOMBE 1953). 


D.UV-Dosiskurven von Serratia CV 
Da der Stamm CV sich entsprechend den eingangs erwahnten Be- 
dingungen als giinstiges Objekt fiir kiinftige Mutationsstudien angeboten 
hatte, wurden noch etwas naher die UV-Dosiskurven fir Tétung und 
Mutation von Ruhe- sowie Wuchsphasenzellen untersucht. Die Ergebnisse 
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einiger Versuche sind in Abb.1 sowie Tab.7 zu finden. Ein Blick 
darauf zeigt, daB die Kurven fiir die Gesamtheit der Mutationen bis 
etwa 10 oder 15°/, ziemlich linear steigt, also einer Kintrefferkurve ent- 
spricht (Kurve n = 1). Bei héheren Dosen wird sie leicht konkav nach 
oben und nahert sich einer 
Q 2 50 7s mo ___és secUWV780, 2.Trefferfunktion, ist aber 
nicht mit ihr identisch. 
-1 Die 7?-Analyse der Ab- 
weichung der empirischen 
be Punkte des Versuches 1 
von der eingezeichneten 
+-% theoretischen 2-Treffer- 
funktion (n = 2) ergibt 
0 MeIS7\ Rypezellen —. -# y?, = 62 entsprechend 
3 Wekewhasboante lgu einer Zufallswahrschein- 
-- au? bomplettoden -§ lichkeit von P 10-1. Es 
| eintache Fehlerspannen sind also im Mittel zwi- 
schen 1 und 2 UV-Quan- 
ten zur Auslésung einer 
Mutation erforderlich. Um 
zu erkennen, ob die Mu- 
tationsgruppen h, w, s 
und wz unterschiedlichen 
Kurvenverlauf besitzen, 
miuBten ganz wesentlich 
groBere Versuche ange- 
stellt werden. Im Versuch 
mit Wuchsphasenzellen ist 
keine Abweichung der Mu- 
tationen dieses Zelltyps 


"9 25 50 1 100 725 secUV750 von der 1-Trefferfunktion 
Abb. 1 angedeutet. 
Dosiskurven der Tétung und Mutation von Serratia CV Wie Tab.7 ausweist, er- 


reicht die Dosismutations- 
kurve der Ruhezellen bei etwa 200 sec UV einen Gipfel und fallt dann steil 
ab. Der Abfall liegt im gleichen Dosisbereich, in dem die Uberlebenden- 
kurve (log u) nach starker Neigung wieder flacher wird. Dies Verhalten 
alhnelt dem anderer Organismen und insbesondere dem Stamm K. Es fiihrte 
hier zur Aufstellung einer Reihe von Erklarungsméglichkeiten (KAPLAN 
1956), zwischen denen bisher nicht differenziert werden konnte. Die 
erste nimmt das Vorhandensein (oder Entstehen durch die Bestrahlung) 
eines Anteils Zellen oder ganz einfach UV-undurchlassiger Zellklumpen 
in der Population an, die sowohl tétungs- wie mutationsresistent sind 
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und sich daher bei hohen Dosen anreichern. Die tibrigen Hypothesen 
rechnen mit der Reversibilitat von primutativen Schritten oder fertigen 
Mutationen, oder mit der selektiven Tétung der mutierenden Zellen vor- 
wiegend bei hohen UV-Dosen. Ein Vergleich der Mutationstypen h, w, s 
und wz bei den Dosen 150 und 200 sec (Tab.7) liefert nun ein interessan- 
tes Ergebnis: Wahrend die wz noch stark zunehmen, steigen die w 
schwacher, die h nehmen schwach und die s stark ab. Der 7?-Test ergibt 


Tabelle 7. U V-Dosiskurven der Tétung und Mutation in Ruhe- und Wuchsphasenzellen 
von Serratia CV auf Minimalboden 


————E———E EEE Ce 


ReGuie Bee we /, Mutantentypen gexiihite 
d | h | w | 8 | WZ | ZL | Summe poeuee 
a) Ruhephasenzellen* 
0 ae 0,54] 0,85 | 0,54 | 0,23 | — 2,16 1297 
50 0,48 | 0,20 3,33| 2,19 | 2,19 | 1,33 | 0,80 | 10,05 1503 
100 1,29 | 0,23 5,50| 5,62 | 4,68 | 2,92 | 1,76 | 20,8 855 


150 2,87 | 0,42 | 16,8 | 6,74 | 8,35 | 7,42 | 3,02 42,8 1186 
200 4,96 | 0,17 | 15,4 | 9,71 | 6,30 | 13,35 6,72 | 51,7 1175 


250 5,65 | — 2,90| 2,49 | 4,15 1,66 | 1,66 | 12,9 241 
b) Wuchsphasenzellent 

0) — 0,58| 0,19 | 0,67 = 0,48 | 1,92 1038 

50 0,96 | 0,18 1,82| 1,82 | 5,47 0,55 | 0,73 | 10,6 548 

100 2,12 |. 0,09 3,56 | 2,98 | 6,53 1.73;) 1:64 | 16.5 1039 


1 Die Suspensionen beider Zellsorten waren gleich dicht (1.10% Zellen/ml). 


fiir die Annahme eines identischen Verhaltnisses k der Mutationsbruch- 
teile m,, My, Ms, My,---m, beider Dosen [k = 2'm,(150")/2 m, 
(200’)] nur eine Zufallswahrscheinlichkeit P=4-10- (7? = 26,8). 
Auch die Einzel-y? fiir die s und wz sind so hoch (42 = 7,5, P = 6-10; 
Piet 2 1, Ri O* 10-4), daB das Verhiiltnis der Raten bei beiden Dosen 
fiir diese Mutationen gegentiber dem von h und w signifikant verschieden 
ist. Damit ist gesichert,daB im Gebict des Gipfels die s-Mutationen schon 
jenseits des Gipfels stark abnehmen, wenn die h und w etwa ihr Maxi- 
mum erreicht haben, und da dann die wz noch immer stark zunehmen, 
also noch nicht am Gipfel angekommen sind. Die Mutationsgruppen 
haben somit unterschiedliche Dosiskurven im Gipfelgebiet; die gipfel- 
- erzeugenden Faktoren wirken spezifisch auf sie. Wir haben hier einen 
neuen Fall von elektiver Mutabilitat (andere Beispiele bei KaPLaNn 
1957a). Das schlieBt aber zugleich auch die Bildung des Gipfels in der 
Mutationskurve durch Zellverklumpung oder einen Bruchteil uv-resisten- 
ter Zellen aus; denn dies sollte sich fur alle Mutationen gleich ver- 
mindernd auswirken. 
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In Abb.1 ist auch die Uberlebendenkurve sowie die Mutationskurve 
(f°) bei Ausplattung der bestrahlten Ruhezellen auf Komplettme dium 
(Difco-Nutrient-Broth) dargestellt. Auf diesem reicheren Nahrboden ist 
die Uberlebendenrate u erheblich geringer als auf Minimalmedium. In 
dieser Hinsicht verhilt sich CV wie der Stamm B von Bact. coli (WITKIN 
1951a). Stamm K von Serratia ergibt dagegen gleiche Totung auf beiden 
Nahrbéden (Kapian 1952a). Weiterhin zeigte sich, daB CV auf Komplett- 
boden kein Pigment ausbildet; es entstehen aber in geringem, mit der 
UV-Dosis steigendem Prozentsatz rote (r°), hellrote (h*) und rotfleckige 
(s°) Kolonien, die zusammen als f° in der Abb.1 eingetragen sind. Auf 
Minimalboden ergeben Nachkulturen der r® und h¢ rote (r), bisweilen 
dunkelrote (d) Kolonien, die s° liefern Mischungen verschiedener Farb- 
typen, jedoch relativ haufiger mit dunkler roten (d) als die s. Uber- 
raschenderweise wuchsen eine ganze Reihe der r° und h® auf Minimal- 
boden nicht oder kaum. Bisher wurden unter 76 gepriiften r°- und h°- 
Farbmutanten 16 solcher gleichzeitig auxotrophen gefunden. Die 
Haufigkeit von Auxotrophiemutationen im normalen CV ist aber bei 
diesen UV-Dosen viel geringer, nur einige Promille. Ob hier ein Pleio- 
tropieeffekt oder korrelierte Mutation vorliegt, muB erst durch weitere 
Versuche geklart werden. 

Die Beobachtung nach Farbung der Nucleoide, daf die Ruhezellen bis 
auf wenige Prozent einkernig, die Wuchsphasenzellen jedoch zumin- 
destens etwa zur Halfte deutlich 2-kernig, selten 4-kernig sind, fiihrte zu 
einem Versuch, die Frage zu klaren, ob die Farbmutationenim Kern 
(Nucleoid) stattfinden oder unabhangig von ihm geschehen. Falls die 
Mutationen den Kern betreffen, so sollten in den mehrkernigen Zellen 
eine relativ héhere Zahl Mosaikkolonien als in den einkernigen ent- 
stehen, dafiir aber entsprechend weniger total gedinderte (h, w, wz). 
Denn die Kerne mutieren unabhingig voneinander, und dadurch ent- 
stehen haufig Heterokaryen, die sich spaiter entmischen. Diese ,,Kern- 
mosaiks lassen sich aber voraussichtlich von den Mosaiks der Ruhe- 
zellen, die sicher vorwiegend durch Labilmutation entstehen, nicht ohne 
weiteres unterscheiden. Sie addieren sich zu diesen, die ja auch in mehr- 
kernigen Zellen vorkommen diirften, also hinzu. Wenn wir in einem 
Versuch mit einkernigen Zellen s,°/) Mosaiks (durch Labilitat) und t, 
totalmutierte Kolonien beobachten, so sind in einer Population mit dem 
Anteil p zweikerniger Zellen (1—p) t, = t, totalmutierte und s, + pt, =s, 
Mosaiks zu erwarten, falls die Mutationsraten in beiden Populationen 
gleich sind. Beriicksichtigen wir die eventuelle unterschiedliche Muta- 
bilitét durch den Faktor f = (s, + t,)/(s,; + t,), so erhalten wir t, = 
(1 — p) ft; und s, = f(s, 4- pt,). Aus gegebenen Versuchsdaten t,, Si 
tz, S, 1aBt sich dann der Anteil Mehrkernige nach p = (Syt, — 8,t,) 
ty(8, + ty) errechnen. Wird dann s,t, <s,t,, also p negativ gefunden, dann 
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ist die Annahme von Kernmutation unméglich. Im umgekehrten Fall 
ist sie mdéglich, ja wahrscheinlich zutreffend. Denn das abweichende 
Verhaltnis s,:t, gegen s,:t, kann als Alternative zur Kernmutation 
durch elektive Mutabilitat erklart werden; diese kann aber a priori 
sowohl ein kleineres wie gréBeres erstes Verhaltnis ergeben oder tiber- 
haupt fehlen. 

Aus den Daten der Versuche in Tab.7 ersieht man sofort, daB bei 
beiden, an Wuchs- und Ruhezellen gepriiften UV-Dosen eine héhere Rate 
an Mosaiks und eine geringere an Totalmutationen in der Wuchsphase ge- 
funden wurde. Die Annahme, da8B die Mutationen im Kern stattfinden, ist 
damit als erheblich wahrscheinlicher demonstriert als diejenige, daB sie, 
unabhingig von diesen, im Plasmon geschehen. Setzen wir die Werte 
fiir Dosis 50” (s, = 2,19 + 0,389/,, t, = 7,05 + 0,66%o, 8. = 5,47 + 
0,989/,, t, = 4,37 + 0,879/,) in unsere Formeln ein, so resultiert das 
Mutabilitatsverhaltnis beider Zellsorten f = 1,066 und der Anteil mehr- 
kerniger in den Wuchsphasenzellen p = 42°/,. Der von der Hypothese 
_verlangte Uberschu8 an Mosaiks (8, — 8, = 3,28 + 1,08) in diesem ist 
durch die Zufallswahrscheinlichkeit P = 0,18°/, das Defizit an Totalen 
(t, —t, = 2,68 + 1,09) durch P = 1,3°/, gesichert. Fir die Dosis 100” 
erhalten wir f = 0,79; dieser niedere Wert hangt mit dem konkaven 
Anstieg der Raten bei den Ruhe- im Gegensatz zu den Wuchszellen 
zusammen. Die Mehrkernigen sind mit p =-25°/, etwas seltener ge- 
worden. Dies kénnte durch die unabhaingige Tétung der Kerne infolge 
induzierter Letalmutationen verursacht sein. Der errechnete Anteil 
Mehrkerniger pat gut zu dem oben erwaihnten bei mikroskopischer 
Beobachtung. 

Vergleichen wir diese Befunde tuber die Wirkung der Mehrkernigkeit 
mit den Uberlebendenraten (log u der Tab.7 und Abb. 1), so bemerken 
wir das Fehlen eines Zusammenhangs. Die zum grofen Teil mehrkernigen 
Wuchszellen sind uv-sensibler als die meist einkernigen Ruhezellen, dar- 

iiber hinaus ist die Kurvenkriimmung, also Trefferzahl, dort geringer als 
hier. Versuchen wir die Trefferzahlen (Anzahlen targets = n) nach der 
Theorie von Atwoop u. Norman (1949) durch Extrapolation der Geraden 
durch die Dosispunkte fiir log u = — 1 und — 2 bis zur Ordinate zu be- 
stimmen, so erhalten wir bei den Wuchszellen n = 2 und bei den Ruhe- 
zellen zwischen 7 und 14. Die Zahl der Treffbereiche (targets) erscheint bei 
den einkernigen Zellen also gréBer als bei den mehrkernigen. Hine klare 
- Proportionalitat von Kern- und target-Zahl, wie sie NoRMAN (1954) bei 
Neurospora-Konidien fand, existiert bei Serratia demnach nicht, zu- 
mindest nicht fiir die Ruhezellen. Die log u-Kurve dieser Zellen folgt 
iiberhaupt nicht einer einfachen Mehrtreffbereichsfunktion der Form 
n= 1—(1—e*?)®. Denn diese sollte bei hohen Dosen, etwa ab 
u = 10-1, semilogarithmisch linear (log u~ log n — kD/2,30) verlaufen. 
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Die experimentellen Kurven der Ruhezellen krimmen sich aber auch 
jenseits log u—=—41 noch stark weiter (Tab.7). Dies kénnte mit 
Atwoop u. Norman (1949) dadurch erklairt werden, da 2 Gruppen ver- 
schieden sensibler targets existieren, von denen die eine oder die andre 


vollstandig zu inaktivieren ist, damit die Zelle stirbt. Nach den Daten der 


Tab.7 ergibe sich fiir die eine Gruppe n, = 10, k, = 0,06, fiir die andere 
Gruppe n, = 300, k, = 0,04. Bei Dosen bis 100 sec fiihrt vorwiegend die 
Inaktivierung der ersten Gruppe zum Tod, bei héheren Dosen, die der 
zweiten. Ein Zusammenhang mit dem Nucleoid ist bei den Ruhezellen 


also nicht offenbar; die 10 bzw. 300 UV-Receptoren konnten z. B. 


RNS-haltige Grana, Mikrosomen oder ahnliches sein. 

Fiir die Wuchszellen, deren Tétungskurve bis 100 sec durch eine 
2-Treffbereichsfunktion u = 1— (1—e*”)? = 2e*? mit k = 0,056 
dargestellt werden kann, ware ein solcher Zusammenhang eher méglich. 
Wenn die Kerne unabhangig inaktiviert werden, so geht natirlich mit 
zunehmender Dosis der Anteil Zellen mit noch 2 aktiven Kernen zuriick. 
Er ist gegeben durch p, = e*?/(2—e*”). Nur solche 2-kernigen 
Zellen kénnten aber Kernmutationsmosaiks geben, und das hier errech- 
nete p, sollte daher dem oben aus dem Vorkommen von Mosaiks er- 
schlossenen entsprechen. Dies trifft aber nicht zu; denn fiir D = 50” 
erhalten wir p, = 2,9°/5, fiir 100” p, = 0,17°/, also viel zu niedrige 
Werte. Nach diesem Ergebnis diirfte die Tétung auch der Wuchsphasen- 
zellen nicht durch Kerninaktivierung geschehen, da bei den untersuchten 
Dosen kaum mehr eine erhéhte Mosaikhaufigkeit gegeniiber den ein- 
kernigen Zellen auftreten sollte. 


Die Untersuchungen wurden dankenswerterweise durch die Deutsche For- 
schungsgemeinschaft unterstiitzt. Frl. E. Corneuis, Frau L. Scorers und Frau 
B. ScurerBer danke ich fiir ihre gewissenhafte und selbstandige Hilfe als tech- 
nische Assistentinnen. Eine groBe Zahl von Kollegen iiberlieS mir Stamme von 
Serratia, wofiir ihnen bestens gedankt sei. 


Summary 


24 red (r) strains of Serratia and 14 pink (h) mutant strains from them 
have been UV-irradiated and the frequencies of different color variants 
were investigated. Great differences exist between the strains in type and 
incidence of spontaneous and UV-induced variants as well as in the rate 
and dose curve of killing by UV. No correlation is indicated between 
these characters. There is also no connection between these traits of the 
parental r- and the mutant h-types. The frequency of changes by 
mutation (spontaneous or by UV) to a stronger pigmentation (d) than 
the parent r-type is much smaller than that of mutations to a lower or no 
pigment production (h, w). Thus mutations are not “undirected” but 
certain directions may be favored; this could be one of the causes of 
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“orthogenesis’” in phylogeny. Postcultures of variant colonies showed 
that most or all of them are mutants in nearly all strains tested. Only 
dwarf-colonies seem to be mostly modifications probably due to a UV- 
induced long lag of cellfission. 

All strains produced colonies with a mosaic of differently colored 
sectors (s-mutations), more after UV than spontaneously. Postcultures of 
them show a mixture of differently pigmented mutants (w, h, d, s) 
besides the normal r-type. Especially in strain CV most s-colonies contain 
more than one kind of mutant, sometimes without the parent r-type. 
This demonstrates that the s-colonies are not due to segregation from a 
_ state of the genetic material being mutated only partially (e. g. di- or 
polyploid) but that they grow from cells containing a very labile “allele”’ 
mutating quickly to different more stable mutant types during colony 
- formation. Thus, UV and the spontaneous causes of mutation induce a 
mutant “spectrum” containing types of very different stability. 

Since the increase of the mutant percentage (m) after UV may not 
only be caused by mutation induction but also by a better survival of 
spontaneous mutants a method was developed to separate experimentally 
both mutation and selection. It consists in irradiating two cellsuspensions 
of different mutant content and considering the differences (A) and the 
proportions (Q) of the mutant percentages of both series. If only mutation 
acts JA is constant with dose, if only selection acts Q is constant. 6 strains 
were investigated in this manner. They showed different participation of 
both processes. In most of them some elimination of mutants besides 
mutation induction was indicated, in one strain (CD) selection was 
prevailing. 

In the highly UV-mutable strain CV 4 frequent types of mutations 
(h, w, wz, and s) can be investigated at the same time. The dose curve of 
all mutations in resting cells is linear (one hit) at lower doses, concave 
(1 to 2 hits) at higher ones. The curves of all 4 mutation types reach a 
peak and than fall. The peak of the s-mutations is reached at lower 
doses, the peak of the wz at higher doses than the one of the h and w. 
This “electivity” excludes the possibility that the peak is caused simply 
by cell clumping or a fraction of uv-resistent cells. 

When growth-phase cells containing mostly 2 nucleoids are irradiated 
more mosaic and fewer mutant colonies changed in toto appear than in 
resting cells with mostly one nucleoid. This indicates the localisation of 
the mutations in the bacterial nuclei. The fraction of multi-nucleated 
cells in the growth-phase cells calculated from the incidence of mosaic- 
and total-mutations is 42°/, at dose 50 sec., decreasing to 25°/, at 100 sec. 
perhaps by lethal mutations in the nuclei. The survival dose-curve of 
resting cells indicates a multiple hit killing, the curve of growth-cells a 2 
hit process. Thus, the killing appears not to be clearly correlated with the 
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nuclei. This is supported by the fact that the calculated fraction of 
growth-cells with 2 still active killing targets is much lower than the 
fraction of cells with 2 nuclei calculated from the mosaic frequency. 
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Qualitative und quantitative Experimente tiber 
Transduktion mit neu isolierten Salmonella-Phagen * 


Von 
ULRICH WINKLER 


Mit 2 Textabbildungen 
(Eingegangen am 28. Juli 1958) 


ZINDER u. LEDERBERG entdeckten 1952 die Transduktion bei Salmo- 
_ nella-Bakterien: Bakteriophagen, deren bis dahin bekanntestes Merkmal 
ihre Fahigkeit zur Auflésung (Lyse) von Bakterien ist, ibertragen (trans- 
duzieren) auch Erbanlagen von Donor- auf merkmalsverschiedene Rezi- 
pient-Bakterien. In den wenigen Jahren seit der Entdeckung der Trans- 
duktion ist auf diesem Gebiet sehr viel gearbeitet worden. Dennoch 
kennen wir die primaren Vorgiinge der Transduktion noch sehr wenig. 
In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob eine Reihe von un- 
abhangig voneinander isolierten Salmonella-Phagen dieselben trans- 
duzierenden Fahigkeiten besitzen oder nicht. 

Der erste fiir Transduktion verwendete Phage war PLT-22. Er wurde von 
ZINDER u. LEDERBERG von dem lysogenen S. typhimurium-Stamm LA-22 isoliert 
und in der Folgezeit auch von vielen anderen Autoren fir ihre Transduktions- 
Experimente verwendet (STOCKER et al. 1953, DemeErec et al. 1953—58, LepER- 
BERG u. Epwarps 1953). ZINDER u. LEDERBERG berichten, daB sie auch mit anderen 
Phagen transduzieren konnten. Ob sie aber auch Phagen gefunden hatten, die nicht 
zur Transduktion in der Lage waren, erwahnen sie nicht. Andererseits wei8 man, 
daB nicht alle temperierten Phagen von Z£. colt transduzierfahig sind. Jacos (1955) 
hatte unter 23 Coli-Phagen, die er von verschiedenen lysogenen Stammen isoliert 
hatte, nur einen einzigen (P 363) gefunden, der verschiedene Gene transduzieren 
konnte. Bei Versuchen von Brown u. Mitarb., auf geifellose Bac. anthracis-Stamme 
die Beweglichkeit zu iibertragen, fanden die Autoren unter 33 Phagen ebenfalls 
nur einen, der hierzu in der Lage war. 

Der erste Schritt der vorliegenden Untersuchung bestand darin, aus 
einer Sammlung von tiber 100 8. typhimuriwm- Stammen lysogene heraus- 
zufinden und von diesen die Phagen zu isolieren. Als nachstes wurden 
die Phagen-Staémme serologisch und hinsichtlich ihrer lytischen und 
transduzierenden Fahigkeiten verglichen. Als zu transduzierendes Merk- 
mal wurde das BegeiBelungs-Gen gewahlt. Hin Grund dafiir war, daB 


* Gekiirzte Form der Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades der Natur- 
wissenschaftlichen Fakultat der Universitét Frankfurt/M. 
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der Besitz von GeiBeln einzelnen Zellen in einer groBen Population un- 
begeiBelter Zellen einen derartigen Selektionsvorteil unter gegebenen Be- 
dingungen verschafft, daB sie bzw. ihre Descendenten nicht zu ibersehen 
sind. Ein anderer Grund dafiir steht im Zusammenhang mit der zweiten 
Aufgabe dieser Arbeit, dem Vergleich der Transduktionsraten der ge- 
wonnenen Phagen. Uber die Transduktion der BegeiBelungsgene sind von 
SrockeEr u. Mitarb. (1953) schon interessante qualitative Ergebnisse ver- 
offentlicht worden. Quantitative Untersuchungen fehlen dagegen. 

Folgende Vergleiche der Transduktionsraten, die mit Hilfe der Null- 
kultur-Methode festgestellt worden waren, wurden vorgenommen : Erstens 
wurde ermittelt, ob verschiedene Phagen bei der Ubertragung des Be- 
geiBelung-Gens auf ein und denselben Rezipienten mit verschiedener 
Haufigkeit transduzieren. In einer zweiten Versuchsserie wurde stets der- 
selbe Phage fiir die Transduktion genommen, jedoch verschiedene Rezi- 
pienten, und zwar lysoresistente und lysosensible. 


Zur Definition der Transduktionsrate: Transduktionsraten sind mit Mutations- 
raten insofern zu vergleichen, als beide Wahrscheinlichkeiten darstellen fiir die 
Haufigkeit des Auftretens einer einzigen genetischen Variantenzelle in einer be- 
stimmten Zellzahl. Wahrend jedoch spontane Mutationsraten von der Bakterien- 
zahl und der Zeit (z. B. Generationszeit) abhangig sind, ist der Transduktions- 
proze8 mehr oder weniger zeitunabhaingig. Andererseits ist die Transduktion ein 
Ereignis, dessen Haufigkeit etwa proportional mit der Phagenzahl im Experiment 
wachst, ahnlich wie bei den induzierten Mutationen diese mit der Strahlendosis 
haufiger werden. Diese beiden Tatsachen, die Unabhangigkeit von der Zeit und die 
Abhangigkeit von den Phagen als ,,transduktionsauslésendem Faktor‘, miissen 
sich in der Definition der Transduktionsrate widerspiegeln. 

Als eine sinnvolle Darstellungsweise von Transduktionsraten erscheint die 
folgende: Man kann die Zahl primar transduzierter Zellen! gleich der Zahl trans- 
duzierfihiger Phagen setzen; denn es ist sehr unwahrscheinlich, da in einer trans- 
duzierten Zelle auch bei héherer mittlerer Multiplizitat zwei der seltenen trans- 
duzierfahigen Phagen zufallig zusammentreffen. Dann kann man die Transduk- 
tionsrate definieren als die ,,Zahl transduzierfihiger Phagen (= Zahl transduzierter 
Zellen) pro Zahl adsorbierter Phagen‘‘. Ist der Rezipient lysosensibel, mu8B die 
Transduktionsrate um den Faktor erhéht werden, der sich aus der Zahl lysierter 
Rezipient-Zellen ergibt. 

Hine andere Definition der Transduktionsrate ergibt sich, wenn man die Zahl 
primar transduzierter Zellen unter Angabe der Multiplizitit auf die Zahl tatsichlich 
infizierter Rezipient-Zellen bezieht. Diese Zahl infizierter Zellen laBt sich mit Hilfe 
der Poisson-Formel ermitteln: 


p(n >1)=1—e*, (1) 


n ist die Zahl der Phagen je einzelne Rezipient-Zelle, M ist die mittlere Multi- 
plizitat, e ist die Basis des nat. Logarithmus, p ist die Wahrscheinlichkeit fiir mit 
n = 1 Phagen infizierte Zellen (p < 100°/,). 


1 Die Bezeichnung ,,transduzierte Zelle‘’ hat sich fiir die durch Transduktion 
veranderte Rezipient-Zelle zwar in der Literatur eingebiirgert, ist aber sprachlich 
nicht exakt. Transduziert (d.h. iiberfiithrt) wird vielmehr ein Chromosomen- 
abschnitt vom Donor auf den Rezipienten durch den transduzierenden Phagen. 
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Im Laufe der qualitativen Experimente ergab sich ein Befund, der 
eventuel] fiir die Epidemiologie von Salmonella von Interesse ist: Ks 
konnte der Lysotyp ,,Jersey‘ in den Typ ,,Taunton“ ,,umgewandelt* 
werden. 


I. Material und Methoden 


a) Bakterien-! und Phagenstamme. 109 S. typhimurium-Stamme (Br J bis 
Br 109) aus dem Hygiene-Institut zu Frankfurt standen zur Verfigung, um neue 
Phagen aus lysogenen Stammen isolieren zu kénnen. Bei einer vorlaufigen Unter- 
suchung erwiesen sich die Stamme Br 7, 8, 16, 21, 26, 43, 44, 45, 57, 58, 65, 69, 
99 und 109 als lysogen; sie entstammen alle verschiedenen Infektionsherden. 
Die von ihnen isolierten Phagen wurden P 7, P 8 usw. bezeichnet. Stamm Br 4 
diente als Donor bei allen Transduktions-Experimenten. Er agglutiniert in den 
GeiBel-Faktorensera i und 1, 2, er ist beweglich, bildet in D-Tartrat-Agar Saure 
und Gas und zeigt keine Schleimwall-Bildung. 


Als Rezipienten dienten folgende 9 geiBellose Salmonella-Mutanten: S. schott- 
muelleri OB 19 (Lysotyp Jersey) = SW 543 (Srocksur et al.1953), G51 (Lysotyp 
Taunton), PB 1424 (Lysotyp 3a), PB 1569 (Lysotyp Taunton) und PB 1170 
(Lysotyp BAOR); S. typhimurium TM 13; 8. typhi O—901; S. paratyphi A PA 256 
und 8. gallinarum 416/GA 74. Stamm OB 19 wurde am haufigsten verwandt. Er 
ist unbeweglich, ist in b- und 1,2-GeiBel-Faktorenserum nicht agglutinabel, vergart 
nicht D-Tartrat, bildet aber Schleimwalle um seine Kolonien, wenn die Zahlplatten 
bei 21° C etwa 2 Tage stehen gelassen werden. 


An Phagenstimmen, die ich nicht selbst isoliert hatte, die aber haufig verwandt 
wurden, sind zu nennen: PLT-22/H1, H4 und H5 (ZINDER u. LEDERBERG); 1, 2, 
3a, 3al, 3b, Jersey, Beccles, Taunton, BAOR und Dundee (8. schotimuellert, Lyso- 
typie-Testphagen). Bis auf den Jersey-Phagen wurden sie alle nur in der inter- 
national festgelegten Routinetest-Verdiinnung angewendet. Jersey wurde mehrfach 
auf dem zugehdrigen Bakterienstamm angereichert. P 0—2: Ein virulenter, poly- 
valenter Salmonella-Phage. 


b) Laborgerate, Nahrbéden und Testseren. Zur Gewinnung bakterien- 
freier Phagen-Suspensionen wurden die klarzentrifugierten Kulturflissigkeiten 
lysogener Bakterienstamme durch Jenaer Ganzglas-Bakterienfilter, Typ 3G5M, 
Schott u. Gen., filtriert. Die Beweglichkeit von Bakterien wurde meistens in soge- 
nannten Schwarmrodhrchen, U-férmig gebogenen Glasrohren, festgestellt, die zu 
diesem Zweck mit halbfestem Nahragar gefiillt und nur in einem Schenkel beimpft 
wurden. — An Nahrbéden wurden verwendet: Modifizierter Bi-Nahrboden nach 
Dorset zur Stammhaltung iiber langere Zeit. Nahrbouillon aus Fleischwasser und 
Witte-Pepton. 2°/,iger Nahragar aus Fadenagar, Fleischwasser und NaCl. D-Tar- 
trat-Agar (1°/, D-Tartrat; Hochschicht) zum Nachweis der D-Tartrat-Vergarung. 
Der Nachweis der Schleimwallbildung von S. schotitmuelleri wurde auf ENDO- 
Agar gefithrt. — Aus Vollseren des Rob. Koch-Institutes in Berlin wurde durch 
Absattigen mit entsprechenden gewaschenen Bakterien-Suspensionen ein b- und 
ein i-Faktorenserum gewonnen. Ein 1,2-Faktorenserum wurde fertig von den 
E. Behring-Werken, Marburg, bezogen. 


1 Den Herren Prof. Dr. R. Price (Frankfurt/M.), Prof. Dr. R. E. Baper (Tii- 
bingen) und Prof. Dr. H. Branpis (Gottingen) sowie Herrn Dr. Hormann (Berlin) 
sei auch an dieser Stelle fiir das freundliche Uberlassen der erbetenen Staémme 
gedankt. 


Arch. Mikrobiol., Bd. 32 12 


ae 


164 U. WINKLER: 


c) Keimzahl- und Phagtiter- Bestimmung. Mit der Koloniezahl-Methode ~ 


wurde die Keimzahl bestimmt. Bebriitet wurde bei 37° C. Fiir alle Keimzahlen 


(Mittelwert: (2'z/n) wurde die Poisson-Standardabweichung o = V Zan ermittelt. : 
Die Phagentiter wurden mit der bekannten GufSplatten-Technik bestimmt. Die 
Platten wurden 6—12 Std bei 37° C bebriitet. Als Indicator-Bakterien wurden fir ; 
die Austitration der 14 Phagen die Stamme Br 4 und Br 17 benutzt. 7 

J 


d) Phagen-Isolierung. Anfangs wurde in der von KaurrMann (1953) be- 
schriebenen Weise verfahren, um S. typhimurium-Stamme als lysogen zu erkennen. 
Spiiter wurden alle 109 Stamme mit dem Kombinationstest von Fisk (1942) 
gepriift, um Stammpaare zu finden, bei denen mindestens der eine Stamm lysogen 
und der andere lysosensibel ist. SchlieBlich wurde auch der Resistenz-Test mit 
Hilfe des P 26 bei der Suche nach lysogenen Stéammen durchgefiihrt. Er beruht 
darauf, daB sich lysogene Staémme gegeniiber einem Phagen lysoresistent erweisen, ; 
wenn dieser mit ihrem eigenen Prophagen identisch oder verwandt ist. Eine Fehler-— 
quelle liegt jedoch darin, daB viele Staémme nicht wegen Lysogenitat resistent sind, ; 
sondern weil sie immun sind (EK. M. u. J. LepErBEre). Alle gegen P 26 resistenten — 
Stamme wurden in Bouillon kultiviert. Die Kulturen wurden zentrifugiert und die — 
Uberstiinde teils in ein 56°C Wasserbad fiir 60 min eingestellt und teils durch © 
3G5M-Filter gesaugt. Alle Lysate wurden im Tropfentest auf Phagenbesitz gepriift. 
Alle 14 Phagen wurden durch mehrfaches Abimpfen von Einzel-Plaques rein- 
geziichtet. 


Se atte 


e) Gewinnung und Verwendung von Antiphagen-Serum. Mit insgesamt 
51,5 ml Phagenlysat P 26 (Titer: 2,9 - 101°/ml) wurde ein Kaninchen erfolgreich 
immunisiert. Etwa 72 ml Serum konnten gewonnen werden. Ein 0,5°/,iger Phenol- — 
zusatz zum Serum zur Konservierung verursachte einen schwachen, irreversiblen 
Niederschlag. Fiir den serologischen Vergleich der neu isolierten Phagen unter- 
einander wurden die einzelnen Phagenlysate mit 1:100 verdiinntem Anti-P 26- 
Serum im Verhaltnis 1:1 vermischt. Die Gemische wurden bei 37° C 30 min be- 
briitet, dann wurde verdiinnt und GuBplatten wurden angelegt. Der nach der 
Serum-Einwirkung verbliebene Anteil freier Phagen (N) wurde durch Auszahlen 
der GuBplatten ermittelt und der Logarithmus der Uberlebenden bestimmt. Zum — 
serologischen Vergleich des P 26 mit PLT-22 wurden Inaktivierungskurven er- — 
mittelt. Das hierzu verwendete Anti-P 26-Serum hatte eine Endverdiinnung von 
1:250. 


f) Lysotypie von S. schottmuellert (FnLtrx u. CaLLow 1948, zit. nach BRANDIS 
Maurer). Mit den 10 verschiedenen Testphagen (siehe oben) wurde nach den 
allgemein tiblichen Vorschriften von fast allen transduzierten Stiimmen der Lyso- 


typ festgestellt. Die Platten wurden nach etwa 7stiindiger Bebriitung bei 37° C 
ausgewertet. : 


g) Die qualitativen Transduktions-Experimente. Das Ziel dieser Ex- — 
perimente war es, die neu isolierten Phagen zu priifen, ob sie transduzierfahig sind 
oder nicht. Die zur Transduktion verwendeten Phagen-Lésungen wurden zuniichst 
alle auf Sterilitaét hin untersucht. Dann wurden 0,1 ml einer hochtitrigen Phagen- — 
Lésung (etwa 10°/ml) mit 0,9 ml einer in der logarithmischen Wachstumsphase 
befindlichen Bouillonkultur eines Rezipienten vermischt. Nach einer Adsorptions- 
zeit von 15 min (bei 37°) wurde das Gemisch zu je 0,1 ml auf 10 U-Rohre verteilt. — 
Nach 24—48stiindiger Bebriitung der U-Rohre wurde ausgewertet. Hatte keine 


Transduktion des BegeiBelung-Gens stattgefunden, so war nur Bakterienwachstum _ 


an der Kinimpfstelle in dem einen U-Rohrschenkel zu sehen. Waren dagegen einige 
Rezipientenzellen durch Transduktion beweglich geworden, so ,,schwarmten“ diese 
durch das U-Rohr, triibten dabei durch ihr Wachstum den Agar diffus, bildeten 


dq 
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» Trails‘‘ (StocksEr et al. 1953) und konnten aus dem zweiten U-Rohrschenkel auf 
Endoagarplatten abgeimpft werden. Bakterien aus Einzelkolonien von den Endo- 
agarplatten wurden spater hinsichtlich Agglutinabilitét in b-, i-, 1,2-Serum und 
NaCl-Lésung, Vergirvermégen in D-Tartratagar, Schleimwallbildung und Lysotyp 
geprift. 

h) Die quantitativen Transduktions-Experimente. Die Hauptversuche 
wurden mit der Nullkultur-Methode (Lurta u. DecpricK 1943) durchgefiihrt. 
Thre Anwendbarkeit ergibt sich aus folzenden Uberlegungen: Die Verteilung der 
Transduktions-Ereignisse in einer Kultur auf eine Reihe von Parallelkulturen bei 
geringer Transduktionsrate kann als zufallig angenommen werden; sie folgt also 
dem Poisson-Gesetz, welches lautet: 


PO eer hi (2) 


p(n) gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit in einer Reihe von Parallelkulturen 
Kulturen mit 7 Transduktions-Hreignissen zu erwarten sind. m ist die durchschnitt- 
liche Zahl von Transduktions-Ereignissen und also von Klonen transduzierter Zellen 
je Parallelkultur. Die Transduktionsrate ist dann « = m/N, wobei N entweder 
die Zahl adsorbierter Phagen oder die Zahl infizierter Rezipient-Bakterien in einer 
Parallelkultur bedeutet. m kann im Falle der durchschwarmten Agarréhrchen nicht 
direkt ermittelt werden, denn einem solchen Réhrchen sieht man nicht an, ob nur 
eine oder mehrere unbewegliche Zellen unabhangig voneinander durch Transduktion 
beweglich geworden sind. Man ist also hier gezwungen, m indirekt zu ermitteln. 
Das kann nun mit der Nullkultur-Methode geschehen. Sie verwendet den Null- 
Term (n = 0) der Poisson-Formel: 
Ue Fe 


p(0) =—G,—- = (3) 


p(0) ergibt sich experimentell dadurch, daB8 man die Zahl der beobachteten Kul- 
turen ohne Transduktions-Ereignis durch die Gesamtzahl der Parallelkulturen 
dividiert. Durch Umformung der Formel (3) erhalt man m: 


m = —2,3+ lg p(0). (4) 


Die Genauigkeit des Wertes m nimmt selbstverstindlich mit steigender Gesamt- 
zahlZ der Parallelkulturen zu (Z: syn. mit N bei Lua u. Coutson). Lea u. COULSON 


* ee 
wiesen 1949 darauf hin, daB fiir m der Fehler Fail Z ein Minimum erreicht, wenn 


der Bruchteil der Kulturen ohne Transduktions-Ereignis unter den Parallel- 
kulturen 0,2032 = 20,32°/, ist. 

Der technische Ablauf der quantitativen Transduktionsversuche war folgender- 
- maBen: Ungefihr gleiche Mengen (1,5 - 10°/ml) Phagen und in der log-Phase be- 
findliche Rezipient-Bakterien wurden zusammengegeben. Nach einer Adsorptions- 
zeit von 10 min (bei 37° C) wurde 1:1 in Bouillon verdiinnt. In einer Probe dieser 
Verdiinnung wurde die Zahl nicht adsorbierter Phagen bestimmt. Der restliche Teil 
wurde in 10-2 verdiinntem Antiphagenserum weiterverdiinnt und zu 0,1 ml auf 
Schwarmrohrchen (20—70/Versuch) verteilt. Den Verdiinnungen in den Schwarm- 
réhrchen entsprach ein Faktor von 400 (Verd. I) baw. 4000 (Verd. IT). Dann wurde 
24—48 Std bei 37° C bebriitet. 

Es wurden, wie oben schon erwahnt, geringe Multiplizitaten (M ~ 1) gewahlt. 
Das war méglich, weil in den meisten Versuchen der Rezipient ein lysoresistenter 
Stamm war. DEMEREC u. Mitarb. (1956) muBten hohere Multiplizitaten (17 ~ 5) 
wahlen, weil sie mit sensiblen Rezipienten arbeiteten. Bei héheren M-Werten wird 
namlich die lytische Fahigkeit temperierter Phagen zugunsten der lysogenisierenden 

12* 
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herabgesetzt (Boyp 1951). Bei der mittleren Multiplizitat M = 1 sind nach der 
Poisson-Formel etwa 63°/, der Rezipient-Bakterien iiberhaupt infiziert. Von diesen 
infizierten Bakterien sind etwa 59°/, einfach, etwa 28°/, mit 2 Phagenpartikeln und 
etwa 13°/, mit 3 oder mehr Phagen infiziert. 


II. Ergebnisse 
a) Die Phagenisolierung 

Der als erster festgestellte lysogene S. typhimurium-Stamm war Br 26. 
Er war ein Sonderfall insofern, als er bei einfacher Kultivierung auf 
1°/,igem Nahragar, ohne mit einem lysosensiblen Stamm vermischt zu 
sein, bis zu 10!° Phagen/ml freisetzte. Eine Reihe von Subkulturen ver- 
hielt sich unterschiedlich. Von einigen lieBen sich Lysate mit hohem 
Phagtiter gewinnen, von anderen nur solche mit sehr geringem (etwa 
104/ml). Nichtlysogene oder sensible Subkulturen traten nicht auf. 

Bei dem Kombinationstest waren einige Bakterienstamme leicht als 
lysogen zu erkennen. Zum Beispiel zeigte sich bei 100 Stammkombina- 
tionen mit Br 16 bzw. mit Br 43 in 54 Fallen Lyse, mit Br 65 in 53 Fallen, 
mit Br 99 in 47 Fallen, mit Br 26 bzw. Br 7 in 45 Fallen und mit Br 58 
in 38 Fallen. Die Stamme Br 16, 43, 65, 99, 26, 7 und Br 58 waren alle 
lysogen. 

Die Phagen P 44, 45, 57, 69 und P 109 wurden aus Staémmen isoliert, 
die sich beim Resistenztest resistent gegen P 26 verhalten hatten. 


b) Die Serologie der 14 Phagen 

Ein Antiserum, das mit P 26 gewonnen worden war, wurde mit allen 
14 neuen Phagen getestet. Ein Vergleich der InaktivierungsgréBen 
(log V/N,) erlaubt gewisse Riickschliisse auf die relative Receptoren- 
Verwandtschaft der einzelnen Phagen. Im folgenden werden die mit 
Anti-P 26-Serum getesteten Phagen in der Reihenfolge ihrer Empfind- 
lichkeit fiir das Serum aufgefiihrt. Die Klammerwerte geben den logNV/N, 
(Uberlebenden Logarithmus) an. P26 (—5,24), P99 (—4,81), P8 
(—4,77), P69 (—4,59), P21 (—4,57), P45 (—4,56), P58 (—4,26), 
P 109 (—4,24), P 44 (—3,70), P 57 (—3,48), P 16 (—2,52), P 43 (—2,21), 
P 65 (—2,07), P 7 (—1,80) und P 0—2 (+0). Der Antigen-liefernde P 26 
wurde selbstverstaindlich am starksten durch das homologe Antiserum 
inaktiviert. Neben der starken Reduktion des Phagtiters war auch fest- 
zustellen, daB das Plaque-Aussehen der tiberlebenden Phagen erheblich 
beeinfluBt ist: Auf allen GuBplatten waren neben Léchern der normalen 
GroBe (@ = 2,0—2,5 mm) in ungefihr gleicher Zahl (40—70°/,) Lécher 
mit einem Durchmesser von nur 0,1—0,3 mm zu sehen. Bei der Zablung 
der Locher wurden diese kleinen, abnormen mitberiicksichtigt. Zur Frage 
ihrer Entstehung und Natur fanden 2 Versuche statt, die am Ende des 
Abschnitts besprochen werden. 
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Der virulente P 0O—2, vermutlich als ,,negative Kontrolle“ geeignet 
und daher mitgetestet, blieb im Phagtiter und der LochgréBe unbeein- 
fluBt durch das Anti-P 26-Serum. Bis auf den P7, der nach 30 min 
Serumeinwirkung noch 7,76°/, des urspriinglichen Phagtiters aufwies, 
zeigten die anderen 13 Phagen einen Phagtiterabfall, der zum Teil weit 
tiber 99°/, hinausgeht. Fiir den serologischen Vergleich der Phagen P 26 und 
PLT-22 wurden die Inaktivierungskurven ermittelt (Abb. 1). Beide Kurven 
verlaufen sehr ahnlich, aber nicht identisch. 

Der serologische Vergleich der 14 neu 7a-—— es 
- isolierten Phagen untereinander und mit log | 
PLT-22-H5 zeigte, daB alle serologisch } 
untereinander -_ verwandt sind. Hinige gp 
Phagen sind wahrscheinlich in antigener 
Hinsicht sogar identisch (P 26, Pie? 
P 8, 99, 69, 21 und P45). Die Frage, ob 
diejenigen Phagen, die mit Anti-P 26- 
Serum weniger inaktiviert worden sind, 
gegentiber P 26 eine andere serologische 
Gruppe darstellen, konnte nur in einem 
Kreuztest entschieden werden. 

Zur Klarung der Natur der winzigen 
_ Lécher wurden folgende Versuche an- 
gestellt: Abb. 1. Inaktivierung von P 26 und 

1. Finf kleine Plaques wurden getrennt PLT-22 mit Anti-P 26-Serum 
von einer GuBplatte abgeimpft, auf Br 4 
fortgeziichtet und wieder ausgeplattet. Die Zahl kleiner Locher auf 
allen GuBplatten betrug nur 2—5°/,. Diesen Prozentsatz von der 
NormgréBe abweichender Plaques findet man aber auch, wenn man 
Phagen ausplattet, die nicht mit Antiserum vorbehandelt worden sind. 

2. P26 wurde einer Antiserum-Konzentration (1: 1600 verd.) ausgesetzt, 
die bei einstiindiger Einwirkungszeit, wie sich im Tropftest herausgestellt 
hatte, nicht mehr den Phagtiter beeinfluBte. Nachdem P 26 60 min dieser 
, sublethalen‘‘ Dosis ausgesetzt worden war, wurde er verdiinnt und aus- 
geplattet. Wahrend der Anteil der kleinen Locher in der Kontrolle 3,6°/, 
betrug, war er im Versuch 27,79/). Eine Versuchswiederholung zeigte 
ebenfalls eine etwa 10°/,ige Zunahme der Zahl kleiner Plaques bei den 
serumbehandelten Phagen. Aus den Versuchen (1.) und (2.) kann ge- 
schlossen werden: Phagen, die nach Antiserum-Einwirkung iiberleben und 
extrem kleine Lécher bilden, sind nicht genotypisch verandert worden, 
denn ihre Nachkommenschaft bildet wieder normale Plaques. Die kleinen 
Lécher kénnen schon unter dem EHinflu8 so kleiner Antiserum-Konzen- 
trationen entstehen, die nicht mehr einen Abfall des Phagtiters erzeugen. 
Zwischen normalen und kleinen Plaques gibt es kaum Uberginge. 


4,0 


20 : 
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Bei thermischen Phageninaktivierungen lieB sich keine Zunahme der 
kleinen Plaques bei den Uberlebenden feststellen. Vielleicht wurden 
einige Phagen durch das Antiserum modifikativ in der Weise beeinfluBt, 
daB ihre Vermehrung verzégert wurde und deshalb ihre Lochgr6Be hinter 
der von nicht-beeinfluBten zuriickbleibt. 


c) Die lytischen Fahigkeiten der 14 Phagen 


Alle Phagen konnten auf dem Indicatorstamm Br 4 fortgeziichtet und 
austitriert werden. Nach 5—7stiindiger Bebriitung bei 37° C sahen die 
Plaques aller 14 Phagen auf GuBplatten fast gleich aus; sie sind rund und 
klar und haben einen Durchmesser von etwa 1,0 mm. Nach insgesamt 
16stiindiger Bebriitung haben sich die Durchmesser fast aller Locher 
verdoppelt. AuBer in den Léchern von P 8, P 21 und P 65 hat sich ein 
dichtes, sekundires Bakterienwachstum entwickelt, in dem gelegentlich 
nochmals ein sich ganz schwach abzeichnender Lysering zu erkennen ist. 
Sehr ausgepragt findet man diese sekundire, zentrale Lyse in Plaques 
von PLT-22/H4. 

Im Tropf-Verdiinnungstest lassen sich alle Phagen, auch P 8, P 21 und 
P 65, als temperierte Phagen erkennen. Hines ihrer Charakteristica ist, 
daB sie in diesem Test bei mittleren Konzentrationen die starkste Lyse 
zeigen, wihrend sie unverdiinnt wegen hoher Multiplizitiét vorwiegend 
lysogenisieren und folglich dichtes, sekundares Bakterienwachstum aui- 
kommt. Virulente Phagen, z. B. P 0—2, lysieren dagegen unverdiinnt 
am starksten. 

Um die lytischen Fahigkeiten der Phagen zu ihrer Differenzierung zu 
verwerten, wurden die 14 Phagen auf ihre Wirtsbereiche (host ranges) hin 
untersucht. 

1. Im Tropfentest wurde gepriift, ob P 26, PLT-22/H5 und P 0—2 die- 
selben oder verschiedene S. typhimurium-Stimme lysieren. 104 Staémme 
wurden getestet. Alle 3 Phagen wurden in der ungefiahr gleichen Konzen- 
tration von 5-107/ml verwendet. Das Ergebnis war folgendes: Kein Bak- 
terienstamm war gegen alle 3 Phagen zugleich resistent. P 0—2 léste 
100 Bakterienstéimme, und zwar fast ausnahmslos stark lytisch. Nur die 
Stimme Br 10, Br 23, Br 24 und Br 106 waren gegen ihn resistent. 
PLT-22/H.5 loste 66 Bakterienstimme stark; weitere 33 Stamme waren 
schwach lysiert. Diese 33 Stimme waren zugleich resistent gegen P 26. 
Dieser griff die wenigsten Bakterienstiimme an. 40 von den 104 waren 
resistent. Die Stamme Br 8, Br 21 und Br 65 waren die einzigen der 14 
als lysogen bekannten Stiimme unter den 104 gepriiften, die schwach 
lysiert wurden; die anderen waren resistent. Diesem Versuch zufolge ist 
P 26 nicht identisch mit PLT-22. Doch lat sich die bei dem serologischen 
Vergleich gefundene Verwandtschaft bestitigen: Alle gegen P 26 resi- 
stenten Bakterienstémme wurden von PLT-22/H5 nur schwach lysiert, 
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wahrend er sonst eine starke Lyse bewirkt. ,, Host induced modifications“ 
sind nicht fiir das unterschiedliche Lysiervermégen von PLT-22 und P26 
verantwortlich zu machen, denn beide sind auf demselben Stamm Br 4 
vermehrt worden. 


2. Alle 40 gegen P 26 resistenten S. typhimuriwm-Stamme, sowie die 
Stimme Br 8, Br 21 und Br65 wurden den iibrigen 13 Phagen im 
Tropfentest ausgesetzt. Der Versuch lief’ Unterschiede zwischen den 
Phagen erkennen, die sich serologisch nicht ausgepragt hatten. P 8, P 21 
und P 65 lysierten alle anderen, als lysogen bekannten Staémme, wahrend 
sonst z. B. P 7 nicht die lysogenen Stiimme Br 16, 26, 43, 44, 45, 57, 58, 
69, 99 und Br 109 loéste. Andererseits sind P 8, P 21 und P 65 unterein- 
ander nicht identisch, denn sonst kénnten z. B. P 21 und P 65 nicht den 
Stamm Br 8 lysieren. Aber auch die Stémme Br 2/ und Br 65 sind nicht 
dieselben, denn Br 65 wird von P 8 lysiert, Br 21 dagegen nicht. 


3. Die 14 Phagen wurden auf ihre lytische Wirksamkeit hin an den 
Salmonella-Stimmen gepriift, die in den spateren Experimenten als 
Rezipient dienten. Die S.schottmuelleri-Stamme OB 19,G51und PB1170, 
sowie der S. paratyphi A PA 256 und der Proteus OX 19 waren resistent 
gegen alle 14 Phagen. Die anderen Stamme wurden + stark von fast 
allen Phagen lysiert. Da spater sich herausstellte, daB OB 19, G 51 und 
PB 1170 dennoch die Phagen adsorbieren kénnen, war von Interesse, ob 
vielleicht die Phagen die Vermehrung der 3 Bakterien-Staémme hemmen, 
daB diese Beeinflussung jedoch nicht mit dem Tropfentest feststellbar ist. 
So wurde von OB 19 eine Vermehrungskurve mit der Plattenmethode er- 
mittelt und in einem weiteren Versuch zu einem bestimmten Zeitpunkt 
der P 26 dem OB 19 hinzugegeben. Die Vermehrungskurve wurde durch 
P 26 nicht verandert. Dagegen wird OB 19 von dem virulenten P 0—2 
erheblich lysiert. Auf S. typhimurium Br 4, der wie der OB 19 eine 
Generationszeit von etwa 24 min hat, bewirkt P 26 eine deutliche, mehr- 
stiindige Depression der normalen Vermehrungskurve. Koloniezahl- 
platten, auf denen die Uberlebenden von OB 19 nach P 0—2 Infektion 
festgestellt wurden, zeigten oft die bekannten , nibbled colonies (Flatter- 
formen). 


d) Die Adsorption der 14 Phagen an die Rezipienten 
Von den 9 zur Verfiigung stehenden Rezipient-Staémmen waren 4 lyso- 
resistent gegen die 14 Phagen. Dennoch lieBen sich von diesen vier 
3 transduzieren. Auf diese 3 Stémme konnte die BegeiBelung tibertragen 
werden. Dies geschah, auch wenn die Lysate mit Varidase?, einem Des- 
oxyribonuclease enthaltenden Praparat, vorbehandelt worden sind. 


1 Das Praparat wurde mir freundlicherweise von der Fa. Lederle, Miinchen, 
iiberlassen. 


170 U. WINKLER: 


Damit ist die Méglichkeit einer Transformation durch freie DNS aus- 
geschlossen. Um den Tatbestand der Transduktion endgiiltig zu beweisen, 
war es noch notig, die Phagen-Adsorption durch diese 3 Stamme fest- 
zustellen. Nach 10 min langer Adsorptionszeit waren von OB 19 98,8°/o, 
von G@ $1 98,3°/, und von PB 1170 96,7°/, der urspriinglich freien Phagen 
adsorbiert. Lysosensible Rezipienten, wie z. B. PB 1569 und TM 13, 
hatten in der gleichen Zeit etwa dieselbe Phagenzahl (98,7 und 97,4°/o) 
adsorbiert. PA A 265 adsorbierte nicht P 26. 0—901 und GA 74 adsor- 
bierten unter gleichen Bedingungen auffallig weniger (80,0 und 81,5°/,). 
0—901 konnte transduziert werden, GA 74 dagegen nicht. Im weiteren 
Verlauf der Arbeit wurde vorwiegend OB 19 als Rezipient verwendet, 
da alle infizierten OB 19 Bakterien iiberleben. 

Von den iibrigen 13 Phagen wurde nur bestimmt, wie stark sie an den 
OB 19 adsorbiert werden. Bei den Adsorptionsmessungen lagen die Kon- 
zentrationen der Phagen zwischen 1,6 und 5,5 - 108/ml. Das Verhaltnis 
der adsorbierten Phagen zur Zahl urspriinglich freier Phagen lag zwischen 
97,3 und 99,9°/). 


e) Die Merkmalskonstanz der Rezipienten 

Das Merkmal der Rezipienten, das allen gemeinsam ist und dessen 
Konstanz in dieser Arbeit von besonderem Interesse war, ist das Fehlen 
der GeiBeln. Der bei sehr vielen Transduktions-Versuchen verwendete 
OB 19 ist im Lauf der gesamten Arbeit nur einmal bei den iiblichen Kon- 
trollen zur BegeiBelung spontan riickmutiert. Als Kontrollen wurden 
50°/, der Gesamt-U-Rohrzahl eines Versuches nur mit OB 19 (ohne 
Phagen) beimpft, und zwar mit etwa 5 - 107 bis 108 Bakterien je U-Rohr. 
Insgesamt sind etwa 150—200 Kontroll-U-Rohre bei Versuchen mit 
OB 19 angesetzt worden. Daraus ergibt sich, daB die spontane Mutations- 
rate zur BegeiBelung fiir OB 19 < 2 - 10-1° sein muB. 

Von dem geifellosen 7M 13 lieBen sich insgesamt 11 spontane, be- 
geiBelte Mutanten gewinnen. Auch von den Rezipienten G 51, PB 1424, 
PB 1569 und PB 1170 waren die Riickmutationen so gering, daB sie ver- 
nachlassigt werden konnten. 


[) Die qualitativen Transduktions-Experimente 

Fiir die ersten Versuche wurde der Phage P 26 und der Rezipient OB 19 
verwendet. In den Kontroll-U-Rohren war oft in dem Schenkel, in den 
die OB 19-Bakterien eingeimpft worden waren, etwas schlierenformiges 
Bakterienwachstum an der AuBenwand der Agarsiaule zu sehen, das sich 
aber deutlich von echtem Schwirmwachstum unterscheidet. Aus den 
Versuchs-U-Rohren konnten durch Transduktion beweglich gewordene, 
b-Antigen- und auch i-Antigenhaltige S. schottmuelleri-Bakterien ab- 
geimpft werden. Letztere miissen durch simultane Doppeltrans- 
duktion entstanden sein, d.h. in diesen Fallen erwarb der Rezipient 
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OB 19 vom Donor Br 4 ein BegeiBelungs-Gen und gleichzeitig das Gen 
fir das i-Antigen. 1953 hatten SrockER u. Mitarb. zum erstenmal diese 
simultane Doppeltransduktion bei ihren Rezipient-Stémmen SW 543 
(=OB 19) and SL 13 (S. paratyphi A) nachgewiesen. DaB die i-Antigen- 
haltigen, beweglichen Salmonella-Bakterien trotz der serologischen Iden- 
titat mit S. typhimuriwm-Bakterien dennoch zur ,,Art‘ S. schottmuelleri 
gehoren, lieB sich durch den Nachweis der Schleimwall-Bildung und der 
fehlenden D-Tartrat-Vergaérung beweisen. Alle transduzierten Stamme 
wurden fortlaufend mit 7'r 1, Tr 2 usw. bezeichnet und lysotypisiert?. 
Die Lysotypie kann den dritten Beweis dafiir liefern, dafi die i-Antigen- 
haltigen OB 19-Bakterien S. schottmuelleri-Bakterien sind; denn S. typhi- 
murium-Bakterien werden von den Typisierungsphagen gar nicht oder 
nur sehr schwach vom Dundee-Phagen lysiert. 

Vollkommen unerwartet war der Befund, daB ein Teil der transduzierten 
Stémme die Sensibilitat gegenitiber dem Jersey-Phagen ver- 
loren hatte. Wahrend der Jersey-Phage auf dem nichttransduzierten 
OB 19 eine vollstandige Lyse (cl = confluent lysis) hervorruft, ist z. B. 
bei den Stémmen 7'r 7, Tr 2 und Tr 10 mit derselben Jersey-Phagen- 
konzentration keine sichtbare Lyse mehr zu erzielen. Das hat zur Folge, 
daB® diese Stimme nach den Lysotypie-Vorschriften nun ,,Typ Taunton 
genannt werden. Im allgemeinen reagieren die Lysotypen sehr konstant 
(Branpis u. Maurer). Doch gibt es schon in der Literatur Beispiele fiir 
, kiinstliche Lysotyp-Veranderungen (ANDERSON, 1951; FELrx). Auf 
diese wird in der Diskussion eingegangen. Da nicht bei allen transdu- 
zierten OB 19 Stémmen der Phagtyp verandert war, kann vorlaufig nur 
festgestellt werden, daB die Lysotyp-Verdnderungen nicht unbedingt 
mit den Transduktionen gekoppelt sind. Besondere Versuche zur Frage 
dieser Lysotyp-Anderungen folgen im Abschnitt (IT i). 

Nach den Versuchen mit P 26 wurden auch die anderen 13 Phagen 
auf ihre Transduzierfahigkeit hin gepriift. Konzentrationen um 10°/ml 
wurden verwendet. Alle diese Phagen konnten das BegeiBelungs-Gen 
und gelegentlich auch das Gen fiir das i-Antigen transduzieren. Auch von 
den mit diesen Phagen transduzierten OB 19 Klonen war ein Teil resistent 
gegen den Jersey-Phagen. 

Alle 14 Phagen lieBen das Trail-Phinomen (Abb. 2) erkennen. In 
der Nahe der Einimpfstelle des Phagen-Rezipient-Gemisches befinden 
sich im halbfesten Agar in + groBer Dichte sehr kleine Kolonien, die 
annahernd linear angeordnet sein kénnen. Es sind Kolonien unbeweg- 
licher Bakterien, die durch abortive Transduktion entstanden 


sind (Stocker et al. 1953). 


1 Frl, M. Taine, med. techn. Assistentin am Hygiene-Institut, bin ich fiir zahl- 
reiche Lysotypie-Teste zu Dank verbunden. 
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Auf Grund unterschiedlicher Hitzeresistenz lassen sich nach Boyp 
(1950/51) S. typhimurium-Phagen im Zusammenhang mit anderen Merk- 
malen (z. B. Plaque-Gréfe) klassifizieren. Zu diesem Zweck wurden alle 
14 Phagen zu je 0,5 ml in ein 75° C warmes Wasserbad fiir 15 min gestellt, 
anschlieBend mit je 0,5 ml OB 19-Bouillonkultur vermischt und dann auf 
je 10 U-Rohre mit halbfestem Agar verteilt. Alle U-Rohre waren nach 
Bebriitung durchschwirmt und zeigten dichte Trails. Die Phagtiter 
von P26 vor und nach der Hitze- 
einwirkung unterschieden sich nicht 
wesentlich. Wegen der hohen Hitze- 
resistenz der transduzierenden Phagen 
kénnen sie in die Gruppe A (Boypb) 
der S. typhimurium-Phagen eingeordnet 
werden. 

Transduktionen gelangen auch, wenn 
die Stimme G 451, PB 1424, PB 1569, 
PB 1170, TM 13 oder 0—901 als Rezi- 
pienten verwendet wurden. Auf PA 256 
und Proteus OX 19 konnte die Begeibe- 
lung nicht tibertragen werden, wohl weil 
diese Staémme die Phagen nicht adsor- 
bieren. Aber auch S. gallinarum GA 74 
lieB sich nicht transduzieren, obwohl der 
Stamm P26 adsorbieren kann. Schon 
LEDERBERG wu. Epwarps (1953) be- 
richten tiber bisher unerklarliches Ver- 
3 . halten von S. gallinarum bei Versuchen, 
Abb. 2. Einzel-Trail von OB 19 Stamme diesen 'Typs als Donor zu ver- 


wenden. 

Die S. schottmuelleri-Stimme G51, PB 1424, PB 1569 und PB 1170 
gehéren zu den Lysotypen Taunton, 3a, Taunton und Baor. Typisie- 
rungen dieser Stamme, nachdem sie transduziert worden sind, lieBen 
keine Anderung der Sensibilitit gegen die Typisierungs- 
phagen erkennen. Die Lysotype Taunton und Baor sind sowieso schon 
resistent gegen die bei der Lysotypie verwendete Jersey-Phagenkonzen- 
tration. Eine Anderung des Phagtyps wie bei OB 19 war also nicht er- 
kennbar. 

Bei keinem der transduzierten Staémme von S. schottmuelleri war das 
unspezifische GeiBel-Antigen 1,2 nachzuweisen, sondern nur immer das 
b- baw. i-Antigen. Auch KavrrMANN (1953) sowie LEDERBERG u. Ep- 
WARDS (1953) berichten iiber diese Erscheinung bei Transduktionen auf 
geiBellose Mutanten, Andererseits kann man auf begeiBelte Rezipienten 
auch die Erbanlage fiir die unspezifischen H-Antigene transduzieren. 
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Anderungen in den K6rperantigenen, wie sie Isexr u. SaKat (1953/54) 
sowie UETAKE u. Mitarb. (1955) bei Merkmalsiibertragungen mit Phagen 
gefunden hatten, konnten bei gelegentlicher Priifung der 0-Antigene von 
transduzierten Stammen nicht festgestellt werden. 


g) Kritik der Methode zur quantitativen Bestimmung 
der Transduktionsraten 

Die Methode ist schon einleitend beschrieben worden. Sie basiert auf 
der Annahme, daB eine einzige, durch Transduktion beweglich gewor- 
dene Zelle selbst in einer groBen Population unbeweglicher Rezipient- 
Bakterien (etwa 108 Zellen) im geeigneten Nahrsubstrat (0,5°/,iger Agar) 
einen derartigen Selektionsvorteil hat, daB sie sich mit gréter Wahr- 
scheinlichkeit vermehren kann und somit durch das charakteristische 
Schwarmwachstum ihrer Descendenten makroskopisch erkennbar wird. 
Es war nun zu priifen, ob diese Annahme zu Recht besteht. Das geschah 
unter anderem in der im folgenden beschriebenen Weise: 

1. Eine iiber Nacht bebriitete Bouillonkultur des begeiBelten Br 4, die erfahrungs- 

-gemiB etwa 10% Keime/ml enthalt, wurde 10-® verdiinnt und 10 Kolonie-Zahl- 
platten wurden mit je 0,1 ml angelegt. Das Ergebnis am folgenden Tag war N = 1,14 
+ 0,03 - 109/ml. 

2. Dieselbe Br 4 Bouillonkultur wurde bis zu 10-® weiter verdiinnt, so daB etwa 
10 Zellen/ml vorhanden waren. Von dieser Verdiinnung wurden 2 ml zu 18 mlOB1 9 
Bouillonkultur (etwa 10° Keime/ml) pipettiert. Nachdem gut durchmischt worden 
ist, wurden je 0,1. ml in 100 Rohrchen mit halbfestem Agar pipettiert. Nach 
24 stiindiger Bebriitung waren 14 Réhrchen (14°/)) durchschwarmt. 

3. Die unter (2.) auf 10-* verdiinnte Br 4 Bouillonkultur wurde noch einmal 1:10 
verdiinnt. 70 Kolonie-Zahlplatten wurden mit je 0,1 ml dieser Verdtinnung angelest. 
Nach 24stiindiger Bebriitung waren auf 9 Platten Kolonien (7 mal 1 Kolonie, je 
einmal 2 und 3 Kolonien). Die Haufigkeit der Platten mit Kolonien ist 12,8°/o. 

Ein Vergleich der unter 2. und 3. ermittelten Nullkulturen ist moglich 
durch Anwendung des Nullterm der Poisson-Formel und der unter ile 
ermittelten Keimzahl. Der theoretisch zu erwartende Anteil der 
nicht mit Br 4 infizierten Schwarmréhrchen bzw. Platten laBt sich 
errechnen: m = 11/100 = 0,11, d.h., im Durchschnitt entfallen 0,11 
Br 4-Bakterien auf jedes Rohrchen bzw. jede Platte. p(0) = e™ = eo, 
= 0,896 = 89,6°/). Tatsichlich wurden im Roéhrchenversuch (2.) 86°/, 
Nullkulturen ermittelt und im Plattenversuch (3.) 87,2°/. Diese Werte 
entsprechen mit ausreichender Genauigkeit dem theoretischen Erwar- 
tungswert. Folglich werden einzelne bewegliche Bakterien in 

_ groBen Populationen unbeweglicher in ihrer Vermehrung und Beweglich- 
~ keit und damit ihrer Nachweisbarkeit im U-Rohr-Test nicht gehemmt. 


h) Die quantitativen Transduktions-Experimente 
Die Vorversuche hatten ergeben, daB bei allen Phagen die Mindest- 
konzentration bei 10%/ml liegen mu8, wenn man in einem Versuch min- 
destens eine Transduktion mit Sicherheit feststellen will. Sehr selten 
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traten auch Transduktionen auf, wenn nur 104 oder 10° Phagen je Milli- 
liter im Versuch waren. Die Methodik der Hauptversuche ist schon be- 
schrieben worden. Die Ergebnisse sind in Tab.1 u. 2 wiedergegeben. 
Darin sind folgende, zum Teil in englischen Arbeiten tibliche Abkir- 
zungen verwendet worden: 


B; : ,,Bacteria input‘, die Zahl der im Adsorptionsréhrchen befindlichen 
Rezipient- Bakterien/Milliliter. 
P, : ,,Phages adsorbed‘, die Zahl der nach 10 min an die Rezipient-Bakterien 


adsorbierten Phagen. 
M$: ,,Multiplicity“‘, das Verhaltnis P,/B-. 


B. : ,,Bacteria contaminated‘, die annahernde Zahl der tatsachlich infizierten Re- 
zipient-Bakterien/Milliliter, wenn man den Poisson-Term p (n > 1) = 1—e™ 
zugrunde legt. Ausgedriickt in Prozent und als absolute Zahl infizierter 
Bakterien. 

B, : ,,Bacteria survivors‘, die Zahl der Rezipient-Bakterien/Milliliter, die die 


Phageninfektion tiberlebten. 


Verd.: Die Verdiinnungen der Rezipient-Bakterien nach der Phageninfektion. Der 
Verd. I entspricht ein Verdiinnungsfaktor von 400 (f I), der Verd. II einer 
von 4000 (f IL). 


p. : Zahlder Nullkulturen/Zahl der Parallelkulturen (Z). Nullkulturen in Prozent 
der Parallelkulturen. 


m : Die durchschnittliche Zahl Transduktionen/Parallelkultur. 


ap = m/P,- fl baw. f Il: Transduktionsrate; Bezugseinheit sind die absorbierten 
Phagen. 


a, = m/B.- fi bzw. f Il: Transduktionsrate; Bezugseinheit sind die infizierten 
Rezipient-Bakterien. 


In Tab.1 wurde als Rezipient der S. schottmuelleri-Stamm OB 19 ver- 
wendet. Seine Lysoresistenz gegen die transduzierenden Phagen beruht 
wahrscheinlich auf Immunitaét (KE. M. u. J. LeperBere 1953). Denn 
alle Versuche, den OB 19 durch Warmeschock oder UV-Induktion zum 
Freisetzen von Phagen zu veranlassen, schlugen fehl. Die Rezipienten 
OB 19/J 7 und /J § dagegen (Tab. 2) sind auf Grund von P 26-Lyso- 
genitat lysoresistent gegen P 26. 


In Tab.2 wurden die Transduktionsraten fiir P 26 bei Verwendung der 
sensiblen Rezipienten PB 1569 und TM 13 wiedergegeben. Sie sind 
etwas zu niedrig; denn ein Teil der an die Rezipienten adsorbierten 
Phagen ist durch Lyse eines Teils der infizierten Zellen (29°/, und 45°/,) 
,verloren gegangen“‘. Die Transduktionsraten «p wurden aber aus m, f II 
und der Gesamtzahl adsorbierter Phagen berechnet. 

Will man die Transduktionsraten korrigieren, so kann das nur 
naherungsweise geschehen. 

Am Beispiel des Versuches mit P 26 und dem Rezipienten PB 1569 wird im fol- 


genden die Methode der Korrektur dargelegt: Bei der mittleren Multiplizitat von’ 
M = 4,3 ist By ~ B, = 7,6+108. Die Zahl lysierter Rezipient-Zellen ergibt sich 


Experimente tiber Transduktion mit neu isolierten Salmonella-Phagen 175 


aus B, —B, und ist 2,2 - 108. Da jede lysierte Rezipient-Zelle mindestens von einem 
Phagen infiziert worden ist, miissen also etwa 2,2- 108 Phagen durch Lyse von 
Rezipient-Zellen ,,verloren gegangen“ sein. Subtrahiert man diese 2,2 - 108 Phagen 
von der Gesamtzahl adsorbierter Phagen (P, = 3,30 - 10°), so erhalt man diejenige 
Zahl Phagen (3,08 - 10%), die maximal am Zustandekommen des Wertes m — 1,61 


Tabelle 1. Quantitative Transduktions-Haperimente mit den Phagen P 7, P 8, P 16, 
P21, P26, P 43, P 45, P 58, P65, P69 und P 99. 


Donor: S. typhimurium Br 4. Rezipient: S. schottmuelleri OB 19. Erklarung im Text 


Phage B; iz M B. Verd. Po m ap aR 

PT 7,2-108 | 7,4-108 | 1,03 | 64,49/, | I OC TIO Os 105 157-9 1058 
4,6 - 108 15°/, | 

P8 7,9 - 10° | 8,1 - 10° | 1,02 | 64,3°/, | IL | 31/60 | 0,65) 3,2-10-* -5,1- 10-8 
5,1 +108 52°/, 

P16 | 9,2-10%) 1,6- 10°) 1,74| 82,6°/, | IL | 21/60 |1,05| 2,6-10-* 5,5-10-* 
7,6 + 108 35°/, 

Ped G.3- 102) 7,1 108) 1512; | 67,89), |e 8/60 | 2,01 | 1,1- 10 1,8 10-4 
4,3 - 108 13,3°/, 

226 | 9:1 - 10°) 2,1 - 10° | 2,30) 89,9°/, | 1 24/70 |1,07| 2,0-10-* 5,2 - 10-6 
8,2 - 108 34,3°/, 

P43 |9,8-108|7,2-10%| 0,73 | 68,8°/, | IL | 41/70 |0,54| 3,0-10-* 3,2-10-* 
6,7 + 108 58,5°/p 

P45 |7,8-108|8,2-108| 1,05) 65,0°/, | IL | 34/70 |0,72| 3,5-10-* 5,6-10-§ 
5,1 - 108 48,5°/, 

P58 |6,9-108| 7,2- 10%) 1,04} 64,7°/, | I 7/70 | 2,30) t,3-10-* 2,0- 10 
4,5-108 10°/, 

P65 |7,5-108|8,8-109| 1,17 | 68,99/, | II | 43/70 |0,46| 2,1-10-* 3,5-10-* 
5,2- 108 61,49/, 

P69 | 1,4°109|2,5-109|1,78| 83,29, | IL | 19/70 | 1,30) 2,1-10-* 4,3-10-* 
1,2- 10° 27,1, 

P99 |7,1-108|7,3- 108) 1,03 | 64,4°/, | I 11/70 | 1,85) 1,0-10-* 1,6- 10 
4,6 - 108 15,79/, 


beteiligt gewesen sein kann. Wahrscheinlich wird sie aber noch geringer sein, denn 
bei M = 4,3 sind viele lysierte Rezipient-Zellen mit mehr als einem Phagen infiziert 
worden. Jedoch kann nicht die Zahl lysierter Rezipient-Zellen (2,2 - 10°) mit 4,3 
multipliziert werden, um der mittleren Multiplizitat 4,3 Rechnung zu tragen. Ks ist 
namlich seit Boyps Untersuchungen (1951) bekannt, daB mit einem oder mit 
wenigen Phagen infizierte Zellen bevorzugt lysiert werden. Héher multipel infizierte 
Zellen werden dagegen lysogenisiert. ax 
Die korrigierte Transduktionsrate fiir P26 und den Rezipienten PB 1569 
betragt mindestens: 
1,61 - 4000 
3,08 - 10° 
Wahrscheinlicher ist eine von etwa 2,4 - 10-*. Fiir P 26 und den Rezipienten TM 13 
ist die korrigierte Transduktionsrate mindestens 1,6 - 10-®. Wahrscheinlicher ist 


eine von etwa 2,1 - 10-*. 


= 2,1 -10-*. 


176 


U. WINKLER: 


Tabelle 2. Quantitative Transduktions-Experimente mit P 26-lysogenen 
(Jersey-resistenten) und P 26-sensiblen (Jersey-sensiblen) Rezipienten 


Donor: S. typhimurium Br 4. Transduzierender Phage: P 26 


Rezipient 
P 26-lysogen P 26-sensibel 

OB 19/J 7 OB 19/J 8 PB 1569 TM 13 
I meet « <emase 8,2 - 108 9,0 - 108 7,6 108 (aoe 
Ps 4a eee 8,5 - 10° 1,2 - 10° 3,0 109 3,8 > 10° 
LM Oe eee: 1,03 1,33 4,34 5,34 
Bets FAD 64/, 73,6°/, 98,5°/ >99°/, 

5,2 - 108 6,6 - 108 ~7,6 - 108 751 7108 
BG. eee eee 8,2 - 108 9,0 205 5,4 - 108 3,9 - 108 
iy siert aeme-maeee — — 299/, 45°/, 
Verdiinnung . . I I II II 
PO) ee Cake 32/70 34/70 14/70 17/70 

45,7°/9 48,6°/, 20°/5 24,3°/5 

Woes Cescw ich ie ee 0,78 0,72 1,61 1,41 
Ap ote" 2,4-10-” 2.0 105% 1.5 105° 


Zum Vergleich wurden alle ermittelten Transduktionsraten (%p) in Tab.3 zu- 
sammengestellt. Auch die Standardabweichungen (+ ogp) sind dort angegeben. 
Sie wurden mit Hilfe der Formel von Lma u. Cotson (1949) errechnet: 


On 1 se . Ses 
m VEZ | m> ie Via 


Diese Formel dient der Berechnung der Standardabweichung o,, der einzelnen 
m-Werte. Fiir unseren Zweck werden aber die Standardabweichungen o, fiir die 
Transduktionsraten «p bendtigt. Die Transduktionsrate ist definiert als « = m/N. 


1 
Aus dem Nullterm der Poisson-Formel p(0) = e~™ folgt: e™ = pO) * Daraus er- 
gibt sich: 
“es” ree aT fl 
Orn i phateed: i )/ ed 1 /1—p(0) 
w= Paihia | Z ~=N GO - = y) por Oe 


Z = Zahl der Parallelkulturen, N = Zahl der adsorbierten Phagen, f = Ver- 
diinnungsfaktor. 


Tab. 3 zeigt, daB die Transduktionsrate fiir P 26 etwa um eine Zehner- 
potenz geringer ist, wenn statt des Rezipienten OB 19 die mit P 26 lyso- 
genisierten, Jersey-resistenten Rezipienten OB 19/J 7 und /J 8 verwandt 
worden sind. Demnach kann die Transduktionsrate eines Phagen bei Ver- 
wendung verschiedener Rezipienten variieren. Aber auch die Transduk- 
tionsraten herkunftsverschiedener Phagen bei Verwendung nur eines 
Rezipienten (OB 19) sind zum Teil recht unterschiedlich. 
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Tabelle 3. Zusammenstellung aller Transduktionsraten und der zugehdrigen 
Standardabweichungen. Donor: Br 4 


Rezipient Phage Transd. rate ap - ogp 
Pay LOELOs 0,166 - 10-* 
P8 3,2 - 10-8 0,606 - 10-* 
P 16 2,07 10-° 0,440 - 10-* 
P 21 ie Ln 0,185 - 10-* 
P 26 2,0 - 10-6 0,316 - 10-* 
OB LO ere, P 43 3.0 1L0=% 0,565 - 10-6 
P 45 Say alee 0,604 - 10-* 
P 58 leer Ae! 0,205 - 10-8 
P 65 De Ose 0,430 - 10-6 
P69 2, en One 0,314 - 10-6 
P99 1,0- 10-4 0,152 - 10-8 
OE UIT eae Seal Ome 0,487 - 10-7 
(OMEN tc? Aer P 26 2,4-10-7 0,509 - 10-7 
PBIS6GO 2,4- 10-4 0,289 - 10-6 


MGT Siete s0.0 is ie Pah oa Kiliee 0,125 - 10-* 


Um festzustellen, inwieweit die Unterschiede zwischen den Transduk- 
tionsraten statistisch gesichert sind, wurden die Raten mit dem y?-Test 
auf Homogenitit hin untersucht. Es wurde folgende Formel! angewendet: 


n Op = Ay, Kp Kz 2 - Ay 
ee eee? mn 
n—1 aml Ou; ¥ ai 
t=1 Syd 
(6 ee 


Fiir jeden y?-Wert wurde in den Tafeln von PArau unter Beriicksichtigung 
der jeweiligen Zahl der Freiheitsgrade (n — 1) die Zufallswahrscheinlich- 
keit P aufgesucht. Die Ergebnisse des y?-Testes sind in Tab.4 wieder- 
gegeben. 

Aus Tab.4 ist ersichtlich, daB die Transduktionsraten der 11 Phagen 
sich signifikant unterscheiden, d.h., daf nicht jeder Phagenstamm mit 
derselben Haufigkeit transduziert. P7, P 21, P58 und P99 verhalten 
sich hinsichtlich der Rate, mit der sie die BegeiBelung auf den unbe- 
geiBelten OB 19 iibertragen, als einheitliche Gruppe. 

P8, P16, P 26, P 43, P 45, P 65 und P 69 stellen eine andere Gruppe 
dar, deren mittlere Transduktionsrate sich von der ersteren unterscheidet. 
Die Unterschiede der Transduktionsraten von P 26 bei Verwendung ver- 
schiedener Rezipienten sind zum Teil signifikant, zum Teil ungesichert. 
Eine Diskussion dieser Ergebnisse erfolgt im Abschnitt (II d). 


1 Sie wurde von Prof. Dr. R. W. Kapnan angegeben. 


178 U. WINKLER: 


Um naherungsweise die Rate fiir Doppeltransduktionen mit P26 
angeben zu kénnen, lassen sich zwei Versuche auswerten: Alle Parallel- 
kulturen zeigten Schwaérmwachstum. In 16 bzw. 14 U-Rohren (,,Null- 
kulturen‘‘) waren nur begeiBelte, b-Antigen-haltige Zellen nachweisbar. 
In 4 bzw. 6 U-Rohren konnten zusatzlich i-Antigen-haltige, also durch 
Doppeltransduktion entstandene Zellen abgeimpft werden. In Tab.5 sind 
die wichtigsten Daten zusammengefaBt. 


Tabelle 4. Statistischer Vergleich der Transduktionsraten (Homogenitdtstest) 


Rezipient Phage (od x3 n—1 2 Unterschied ist: 

OBE Jima alle 11 20 Ome 144 10 <10-!°|  signifikant 
Phagen 

OBe19 ae Pacis 1,10- 10-® 17, 3 64°/, ungesichert 
58, 99 

OB owe P. 8,16, 26,| -2,64:- 10 | 12.0 6 6,2°/, | verdachtig 
43, 45, 65, 
69 

OB 19 

OB19/J7 . | P26 0,87-10-* | 271 2 <10-?° | signifikant 

OB 19/J 8 

Oliey TE one 

ENP TE). © | P 26 ZAG 10584) T507 2 56°/, | ungesichert 

TM 13 


Tabelle 5. Die Haufigkeit von simultanen Doppeltransduktionen 
Donor: Br 4; Rezipient: OB 19; transduzierender Phage: P 26 


1. Versuch 2. Versuch 

Zahl der Parallelkulturen (Z)....... 20 20 

» Nullkulturen® (durchschwirmt, aber 

Ohne-AntigEen)e fale we ee Nee dees sare 16 14 
OO) ESBS. SMe tere udvadmome MS cit ssc 80°/5 70°/o 
Tas ie ctar Dremecs ate ned iin sa aes Ae eke a oes Mc 0,22 0,356 
AdsorbiertesPhagen’(P)™ oy ee we. ho eee 1,6 - 108 pd 08 
Verdtinnungsfaktonr(7)iitke sink. ee 20 200 200 
Transduktionsrate f. d. BegeiBelung wnd das 

. ’ m* 

i-Antigen % = sa igo See tee atu 2,10 “105% L00P Une 
Og. seuie~cf (eer, ade steed Se + 0,45-10-7 | + 0,41-10-? 


i) Lysotyp-A nderungen 
Viele transduzierte OB 19-Zellen haben ihre urspriingliche Jersey- 
Sensibilitét verloren und werden nun Typ Taunton genannt. Zahlreiche 
Subkulturen solcher typverinderter Stémme reagierten konstant als 
Taunton; also war der neue Phagtyp genetisch stabil. 
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Um die Frage zu klaren, mit welcher Haufigkeit Jersey-resistente 
Klone bei OB 19 spontan, d.h. ohne Phagenzusatz, auftreten, wurden 
100 Einzelkolonien von Kolonie-ZahlIplatten abgeimpft, die getrennt von 
2 Bouillonkulturen am Vortage angelegt worden waren. Die 100 Kolonien 
wurden im Tropfentest auf Sensibilitat gegeniiber unverdiinnten Jersey- 
Phagen gepriift. 6 Kolonien waren resistent (p, = 6°/,). Diese Stamme 
wurden benannt OB 19/J 1 bis J 6. Der Riickschlu8 von der beobachteten 
_ Haufigkeit p, auf die Grundwahrscheinlichkeit P,, also den Mutungs- 
bereich P,, bis P,, der die mégliche Haufigkeit des Auftretens Jersey- 
resistenter Klone im sehr groB gedachten Kollektiv angeben soll, erfolgte 
durch Ablesen der Tafel Nr.4 in 8. Kotzer ,,Graphische Tafeln“: 
p, + Po = 16,5%,, p; —Py = 1,2°/5, und Py —P,, = 15,3°,. 

Als nachstes interessierte die Frage, wie haufig Jersey-resistente Klone 
bei OB 19 nach Infektion mit P 26 sind, ohne daB die infizierten Zellen 
transduziert werden. Mit einer mittleren Multiplizitat von 8,3 wurden 
im log. Wachstum befindliche OB 19 Zellen infiziert. Die Zah] ein- oder 
mehrfach infizierter Bakterien ist bei dieser Multiplizitat, wenn man die 
Zufallsverteilung von Poisson zugrunde legt, gréBer als 99,97°/) (nach 
Mot1wa), also praktisch gleich 100°/,. Die infizierten Zellen sind verdiinnt 

und ausgeplattet worden. Nach 24stiindiger Bebriitung wurden 100 Hin- 
- gelkolonien von den Platten abgeimpft und auf Jersey-Resistenz hin 
getestet. 26 resistente (p, = 26°/,) Klone (OB 19/J 7—/J 33) wurden 
festgestellt. Die Vertrauensgrenzen fiir p, sind: p, + Ppa 41,5 
p, —P,, = 14,39/, und P) —P, = 265755. 

Obwohl die obere Vertrauensgrenze (16,5°/,) von p, etwas tiber der 
unteren (14,3°/,) von p, liegt, 1aBt sich mit der Kollerschen Tafel Nr. 5 
dennoch feststellen, da® die beobachtete Differenz zwischen p, = 6°/, 
und p, = 26°/, ausreicht zum Beweis, daB die beiden Haufigkeiten p, 
und p, nicht durch Entnahme von 2 Proben aus einem einzigen Kollek- 
tiv entstanden sein kénnen. Es ist also statistisch gesichert, daB die In- 
fektion von OB 19 Bakterien mit P 26 das Auftreten Jersey-resistenter 
Klone erhéht. Weiterhin zeigt der Versuch, da selbst bei Versuchs- 
bedingungen, bei denen praktisch alle OB 19 Bakterien mit einer die 
Lysogenisation begiinstigenden Multiplizitat von M = 8,3 infiziert 
worden sind, dennoch nur etwa 25°/, aller infizierten Zellen gegen Jersey 
resistent sind. 

Das Problem der Jersey-Resistenz wurde weiter verfolgt. Es ergaben 
- sich die beiden Fragen: 1. Ist die Resistenz von OB 19 Bakterien gegen 
die Jersey-Phagen, die durch Infektion mit P 26 mit oder ohne nach- 
folgender Transduktion erhalten werden kann, eine Folge der Lyso- 
genisation mit P 26% 2. Konnen OB 19 Bakterien mit P 26 lysogenisiert 
werden, ohne daB sie zugleich Jersey-resistent werden ? Hine Anzahl 


OB 19 Stamme wurde auf Lysogenitat fiir P 26 hin geprift: 
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Zu 1.: 20 Jersey-resistente, nicht transduzierte, jedoch mit P 26 infizierte OB 19 
Klone; 10 Jersey-resistente, transduzierte, b-Antigen-haltige OB 19 Klone; 10 Jer- 
sey-resistente, transduzierte, i-Antigen-haltige OB 19 Klone. 

Zu 2.: 25 Jersey-sensible, nicht transduzierte, jedoch mit P 26 infizierte OB 19 
Klone; 10 Jersey-sensible, transduzierte, b-Antigen-haltige OB 19 Klone; 10 Jersey- 
sensible, transduzierte, i-Antigen-haltige OB 19 Klone. 

Der Lysogenititsnachweis wurde in der Weise durchgefiihrt, daB die insgesamt 
85 OB 19 Stamme als 24stiindige Bouillonkulturen auf eine Reihe sensibler S. typhi- 
murium-Staimme (Br 4, Br 17 u. a.), mit denen Agarplatten flachig beimpft worden 
waren, aufgetropft wurden. Die Platten wurden iiber Nacht bebriitet. Danach wurde 
festgestellt, bei welchen Stammkombinationen Lyse oder ein Hof zu sehen waren. 


Zu 1.: Von den 40 Jersey-resistenten OB 19 Stémmen war in einem 
ersten Versuch bei 26 ein Hof baw. auch kleine Lécher bei Kombination 
mit Br 4 zu erkennen. Als der Versuch wiederholt wurde, zeigten 9 
weitere Staémme ebenfalls einen Hof, doch 4 der zuerst positiv gewesenen 
Staémme blieben negativ. 

Zu 2.: Von den 45 Jersey-sensiblen OB 19 Stiémmen waren bei 3facher 
Versuchs-Wiederholung nur 4 als lysogen zu erkennen. Diese Stamme 
waren transduzierte. Ein variierter Lysogenitats-Nachweis anderte nicht 
das Ergebnis. 

Die Versuche (1.) und (2.), die mit anderen Stémmen zu einem spateren 
Zeitpunkt mit ungefihr demselben Ergebnis wiederholt worden sind, 
lassen folgenden SchluB zu: Die ,,induzierte Jersey-Resistenz ist eine 
haufige, aber nicht unbedingte Folge von P 26 Lysogenisation; denn bei 
87,5°/, der durch P 26 infizierten Jersey-resistenten OB 19 Klone lieB sich 
Lysogenitat fiir P 26 nachweisen. Die angewendeten Methoden des Lyso- 
genitats-Nachweises schlieBen nicht aus, daB nicht auch die restlichen 
12,5°/) lysogen fiir P 26 sind. Es konnte experimentell nicht geklart wer- 
den, weshalb die 4 transduzierten, lysogenen Stimme (siehe 2.) dennoch 
Jersey-sensibel sind oder auf welche Weise Jersey-resistente OB 19 Klone 
spontan entstehen. Transduktionsversuche mit spontan und auch durch 
P 26 Lysogenisation Jersey-resistent gewordenen OB 19 Klonen als Rezi- 
pienten verliefen erfolgreich. Als Rezipienten wurden verwendet: OB 19/ 
J1,J3 und J 5 sowie OB 19/J 10—J 15. Das zeigt, daB die Jersey- 
Resistenz nicht mit einem Verlust des P 26-Adsorptionsvermégens ein- 
hergeht. 

Das Problem der ,,induzierten‘’ Jersey-Resistenz durch P 26 Lyso- 
genisation wurde also nicht geklirt, da die Bestimmung von Transduk- 
tionsraten im Vordergrund dieser Arbeit stand. Von 286 gepriiften, trans- 
duzierten OB 19 Klonen waren etwa 65°/, (182) Jersey-resistent. Von 
Versuch zu Versuch schwankte der Anteil der Resistenten unter den 
Transduzierten sehr stark. Der hohe Gehalt (6°/,) spontan entstandener 
Jersey-resistenter Zellen in zwei Ubernachtkulturen von OB 19 laBt be- 
zweifeln, ob Jersey-Resistenz und P 26 Lysogenitat itherhaupt in einem 
kausalen Zusammenhang stehen, 
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Ill. Diskussion 


a) Das Vorkommen transduzierender Phagen bei Salmonella. 
F. Harrman (1957) schreibt: ,,Die Transduzierfahigkeit ist nicht bei 
allen temperierten Phagen von Salmonella nachweisbar, doch kann eine 
betrichtliche Zahl transduzieren‘‘ (Obersetzung). 

In der vorliegenden Arbeit wurden aus einer groBen Zahl (> 100) von 
S. typhimurium-Staémmen rein zufallig 14 lysogene ausgewahlt. Ihre 
Phagen wurden gepriift, ob sie das Begeifelungs-Gen transduzieren 
koénnen. Alle 14 konnten die BegeiBSelung auf mehrere geiBellose S. schott- 
muelleri-Stimme, auf je einen geiBellosen S. typhimurium- und einen 
S. typhi-Stamm tbertragen. 

Zum. erstenmal wurde von STocKER u. Mitarb. (1953) die BegeiBelung 
auf unbegeiBelte Salmonella-Stimme iibertragen (S. paratyphi A und B, 
S. typhi, S. dublin, S. typhimurium, S. heidelberg). Noch im selben Jahr 
berichtete KAUFFMANN (1953) von erfolgreichen GeiBel-Transduktionen, 
ebenfalls auf S. paratyphi B. Lennox (1955) gelang es jedoch nicht, 
- von E. coli K-12 die Beweglichkeit auf Shig. dysenteriae zu transduzieren, 
obwohl die Marker Lact und Ara* iibertragen werden konnten, LENNOX 
verwendete den Phagen P 1. 


b) Der Rezipient OB 19. Zu sehr vielen Transduktionsversuchen 
wurde die geiBellose S. schottmuelleri-Mutante OB 19 als Rezipient ver- 
wendet. Sie ist gegen die 14 neuen Phagen lysoresistent, jedoch nicht 
adsorptionsresistent. Da bei OB 19 keine Lysogenitat nachzuweisen war, 
auch nicht nach UV-Induktion, ist sie nach der Terminologie von E. M. 
und J. LepERBERG (1953) als immun zu bezeichnen. 

Die Eignung des immunen OB 19 als Rezipient widerspricht der Ansicht 
yon Lennox (1955), daB nur auf diejenigen Stamme Merkmale trans- 
duziert werden konnen, die zugleich lysosensibel gegen den transduzie- 
renden Phagen sind. Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit ent- 
sprechen jedoch Transduktionsversuchen von Morse u. Mitarb. (1956). 
Diese Autoren konnten mit dem 4-Phagen nicht nur auf lysosensible 
(Lp’), sondern auch auf A-lysogene (Lp+) und immune (Lp*) E. coli- 
Staimme den Gal+-Marker transduzieren. 

Der OB 19 ist sensibel gegen den Typisierungsphagen Jersey. Oft sind 
P 26-lysogenisierte OB 1 9-Bakterien (OB 19/J 7, J 8 u. a.) resistent gegen 
Jersey. Auch spontan kénnen OB 19-Bakterien Jersey-resistent werden 
(OB 19/J 1, J 3 u. a.). Die Jersey-Resistenz schlieBt nicht aus, daB diese 
Klone transduziert werden. Die Ursachen der Jersey-Resistenz werden 
unter Abschnitt e) diskutiert. 


c) Die Kopplung der Gene fiir die BegeiBelung und das 

i- Antigen. Gelegentlich tibertrugen die 14 Phagen zusitzlich zum Be- 

geiBelungs-Gen auch das Gen fir das i-Antigen. Dieses mu8 mit ersterem 
13* 
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eng gekoppelt sein; denn Geifel-transduzierte OB 19-Zellen mit dem 
i-Antigen wurden z. B. mit einer Transduktionsrate von etwa 2,7 - 10~ 
festgestellt, d. h. daB etwa 4/,) der Zellen mit transduziertem GeiBel-Gen 
auch das Gen fiir das i-Antigen erhalten hatten. Dabei hat in den Ver- 
suchen nur eine Selektion der begeiBelten, nicht aber der serologisch ver- 
anderten Bakterien stattgefunden. Stocker (1954) konnte auf andere 
Weise die Kopplung zwischen BegeiBelungs-Marker und dem fiir den 
serologischen Geifelcharakter nachweisen. 

d) Die Abhangigkeit der Transduktionsrate vom Phagen- 
typ und dem Rezipienten. Auf die besondere Bedeutung des Rezi- 
pienten und des zu transduzierenden Markers fiir die Haufigkeit, mit der 
ein Phage transduziert, ist von vielen Autoren schon hingewiesen worden 
(Lennox 1955, Jacos 1955, ZINDER 1952 u. a.). Es ist aber bisher noch 
nicht bekannt, ob verschiedene Phagen Unterschiede in ihren Trans- 
duktionsraten erkennen lassen, wenn stets derselbe Rezipient und der- 
selbe Marker zur Transduktion gewahlt werden. 

11 herkunftsverschiedene Phagen wurden hier daraufhin untersucht, 
ob sie unter annihernd gleichen Versuchsbedingungen mit derselben 
Haufigkeit den BegeiBelungs-Marker auf den geiBellosen OB 19 trans- 
duzieren. Die zur Anwendung des 7?-Homogenitatstestes gemachte An- 
nahme, daB alle 11 Phagen mit derselben Haufigkeit transduzieren und 
die Unterschiede zwischen den einzelnen Ergebnissen nur zufallsbedingt 
sind, wurde durch den statistischen Test nicht bestatigt; denn die Zu- 
fallswahrscheinlichkeit P ist <10-1° (Tab.4). FaBt man die 4 Phagen 
(P 7, 21,58 u. 99), die sich durch niedrige, augenfallig ahnliche Trans- 
duktionsraten auszeichnen, zu einer Gruppe zusammen und priift sie mit 
dem y?-Test auf Homogenitat, dann erhalt man eine Zufallswahrschein- 
lichkeit P von 64°/,. Ein unterschiedliches Verhalten dieser 4 Phagen 
hinsichtlich der Transduktionsrate ist also nicht nachweisbar. Die rest- 
lichen 7 Phagen stellen eine Gruppe dar, deren Homogenitat statistisch 
verdachtig gering, wenn auch nicht unméglich ist (P = 6,2°/,). Mit diesen 
Ergebnissen ist es klar, daf{ es unter den 14 transduzierenden Phagen 
mindestens zwei Gruppen mit unterschiedlicher Transduktionsrate bei — 
gleichem Rezipienten gibt. Es besteht sogar der Verdacht, da8 vielleicht 
in der zweiten Gruppe weitere unterschiedliche Raten verwirklicht sind. 
Uber mégliche Ursachen fiir die verschiedenen Transduktionsraten kann 
vorlaufig nichts Niheres ausgesagt werden. 

Die 'Transduktionsraten fiir die 11 Phagen und den BegeiBelungs- 
Marker stimmen mit groben Schitzungen von LEDERBERG (1956) iiber- 
ein. LepERBERG hatte 90—150 min, nachdem er Rezipient-Bakterien 
und Phagen (PLT-22) zusammengegeben hatte, die beweglich gewordenen 
Rezipientzellen im Mikroskop ausgezihlt. Bei 10® Rezipientzellen und 
10'° Phagen konnte er 104 bis 10° bewegliche Zellen feststellen, d. h. die 
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Transduktionsraten sind etwa 10-® bis 10-*. Sie liegen wohl deshalb an- 
scheinend etwas hoher als die hier gemessenen, weil LEDERBERG auch die 
abortiv transduzierten Zellen mitzaihlte, die bei den vorliegenden Ver- 
suchen nicht beriicksichtigt worden sind. 

Die Transduktionsrate fiir P 26 ist, wenn der immune OB 19 als Rezi- 
pient verwendet wird, 2,0-10-§. Werden lysosensible Rezipienten 
(PB 1569, TM 13) genommen, so ergaben sich ungefaihr dieselben Trans- 
duktionsraten (2,4 -10-*; 2,1-10-®, korrigierte Werte). Dienen jedoch 
P 26-lysogenisierte, Jersey-resistente OB 19 Stamme (OB 19/J 7, J 8) 
als Rezipienten, so sind die Transduktionsraten etwa um eine Zehner- 
potenz niedriger, und zwar signifikant (P < 10~1°). Dieses Ergebnis be- 
darf einer Diskussion im Zusammenhang mit solchen von Morse u. Mit- 
arb. (1956). Diese Autoren stellten bei der Transduktion mit dem 
A-Phagen auf verschiedene LH. coli K-12 Stiimme fest, daB auf lysosensible 
Rezipienten (Lp’) mit einer Rate von 10-6 transduziert wird, auf immune 
(Lp") und lysogene (Lpt+) dagegen nur mit einer Rate von 10-’. 

Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit stimmen nur teilweise mit 
denen von Morse u. Mitarb. iiberein. Die Rezipienten PB 1569 und 
TM 13 sind nach der Bezeichnungsweise jener Autoren Lp%’-Stamme 
(lysosensibel gegen P 26). Ihre Transduktionsraten liegen bei 10~*. Die 
Rezipienten OB 19/J 7, J 8 sind danach Lp*-Stamme (lysogen fiir P26). 
Thre Transduktionsraten liegen bei 10-’. Das entspricht also dem Ver- 
halten von 4 und E. coli. Der Rezipient OB 19 verhalt sich aber auBer- 
gewohnlich. Er Jat sich von P 26 nicht lysieren und eine Lysogenitat 
fiir P 26 (oder iiberhaupt einen Phagen) lieB sich nicht nachweisen. Dem- 
zufolge ware er als Lp'-Stamm (immun fiir P 26) zu bezeichnen. Hin- 
sichtlich der Transduktionsrate — sie ist etwa 10~® — verhalt er sich aber 
wie ein Lp’-Stamm, wenn man ihn mit dem A-H. coli K-12 System. ver- 
gleicht. 

Alle Erklirungen fiir dieses abweichende Verhalten des OB 19 kénnen 
vorlaufig nur hypothetischer Natur sein. Eine mégliche hypothetische 
Erklarung wiire folgende: Transduktionsraten von 10~ kénnen nur dann 
mit einem Phagen erreicht werden, wenn der Genotyp des Rezipienten 
Lp’ ist. Lp" oder Lp+-Rezipienten kénnen nur mit einer Rate von 10-7 
transduziert werden. Der OB 19 war urspriinglich (im stammesgeschicht- 
lichen Sinne) lysosensibel gegen P 26. Auch in den vorliegenden Experi- 
menten besitzt er noch den Lp’-Locus. Da8 er dennoch phaenotypisch 
nicht lysosensibel ist, kann an der Mutation eines Genes(Supt) liegen, das 
nicht mit dem Lp-Locus allel ist, das aber in mutiertem Zustand(Sup-) 
als ,,Lysis-Suppressor“ die lytische Reaktion des P 26 unterdrickt. 
Lp® Sup--Zellen verhalten sich zwar in der Transduktionsrate P 26 gegen- 
iiber wie genotypisch und phaenotypisch lysosensible Zellen. Beziiglich 
der lytischen Wirkung vom P 26 aber phaenotypisch wie Lp'-Zellen. 
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Mutanten von OB 19 mit dem Genotyp Lp"Sup* bzw. Lp'Sup-, die sich 
durch Transduktionsraten von 10-7 auszeichnen miiBten, wurden bisher 
nicht gefunden. 

e) Der Zusammenhang von P 26 Lysogenitét und Jersey- 
Resistenz. FELIX u. ANDERSON (1951) berichteten erstmalig ausfihrlich 
iiber experimentelle Anderung von Lysotypen bei S. typhi. Als Ursache 
fiir die experimentell erzeugten Sensibilitatsverluste gegen die Typisie- 
rungs-Vi-Phagen sahen sie die Lysogenisierung mit typbestimmenden 
0-Phagen an. Uber Lysotyp-Veranderungen bei S. schottmuelleri bevichte- 
tenu.a. Hamonu. NICOLLE (1951) sowie NICOLLE u. Hamon (1951). Zum Bei- 
spiel konnten sie mit einem Phagen aus Bakterien vom Lysotyp ,,Beccles“ 
Bakterien des Lysotyps ,,3b‘ in den Typ ,,Beccles‘* umwandeln. 

In den zitierten und noch anderen Arbeiten iiber Lysotyp-Verande- 
rungen ist in vielen Fallen die Méglichkeit des spontanen Auftretens der 
Resistenten nicht ausgeschlossen worden. Auch in der vorliegenden Arbeit 
liegt die Vermutung nahe, daB die ,,induzierte“ Jersey-Resistenz eine 
haufige Folge von P 26 Lysogenisation ist, denn 87°/, der Jersey-resistent 
gewordenen OB 19 Klone sind zugleich P 26 lysogen. Jedoch daf in zwei 
Ubernachtkulturen von OB 19 ein Gehalt von 6°/, spontan, d. h. ohne 
Phagen-Einwirkung, Jersey-resistent gewordenen Zellen festzustellen 
war, gibt zu bedenken, ob nicht auch die ,,induzierte“ Resistenz spon- 
tanen Ursprungs ist. Die héheren Anteile an Jersey-Resistenten in den 
Kulturen nach Phagenzugabe bzw. Transduktion kénnten vielleicht auf 
Selektion von Resistenten beruhen. Jedoch kann der die Resistenten 
anreichernde Selektionsfaktor nicht eine bevorzugte Lyse von Jersey- 
sensiblen Zellen durch P 26 sein; denn dieser lysiert ja OB 19 iberhaupt 
nicht. Es verbleiben noch die beiden Erklarungsméglichkeiten : Entweder 
wachsen die Jersey-Resistenten besser als die Sensiblen oder die in den 
gepriiften Kulturen festgestellten unterschiedlichen Gehalte an Resi- 
stenten sind Zufallsvarianten. Da es nicht die Aufgabe der vorliegenden 
Arbeit war, diese Frage zu entscheiden, kann iiber die Ursachen der ,,in- 
duzierten Resistenz ein endgiiltiges Urteil nicht abgegeben werden. 
Sollte sie aber tatsichlich keine Folge von Selektion spontaner Mu- 
tanten, sondern eine haufige, aber nicht unbedingte Folge der P 26 
Lysogenisation sein, so waren verschiedene Annahmen zur Erklarung 
moéglich. Die Tatsache, daB nicht jede P 26 lysogenisierte OB 19-Zelle 
zugleich Jersey-resistent ist, kénnte z. B. so zustande kommen, daB der 
P 26 Prophage (Lysogenitits-Gen Lpt+) an verschiedenen Abschnitten des 
Rezipient-Chromosoms eingebaut werden kann, ahnlich wie es fiir den 
Phagen P 1 bei #. coli gilt (BeRTANr). Die Lokalisation des Lp+ auf dem 
Rezipient-Chromosom, also seine Nachbargene (Positions-Effekt), kénn- 
ten dann dariiber entscheiden, ob die Rezipient-Zelle gegen den Jersey- 
Phagen sensibel bleibt oder resistent wird. 


Experimente iiber Transduktion mit neu isolierten Salmonella-Phagen 185 


IV. Zusammenfassung 


Aus 14herkunftsverschiedenen lysogenen Salm. typhimurium-Stammen 
wurden 14 Phagenstimme isoliert. Sie wurden mit einem P 26-Antiserum 
serologisch untereinander und mit dem Phagen PLT-22 von ZrinpER u. 
LEDERBERG verglichen. Qualitative serologische Unterschiede wurden 
nicht festgestellt, jedoch waren die Raten der Inaktivierung durch das 
Antiserum zum Teil verschieden. Zur Frage, weshalb nach Antiserum- 
Einwirkung ein Teil der iiberlebenden Phagen extrem kleine Lécher 
pbildet, sind zwei Versuche durchgefiihrt worden, die folgendes Ergebnis 
brachten: Die Kleinlochbildner sind durch das Antiserum nicht geno- 
typisch veraindert worden. Sehr niedrige Antiserum-Konzentrationen, 
die nicht mehr den Phagtiter verringern, kénnen noch das Plaque-Aus- 
sehen der behandelten Phagen beeinflussen. 

Im Wirtsbereich (host range) waren die Phagen P 8, 21 und 65 deutlich 
verschieden von den iibrigen 11 Phagen. P 26 lysierte eine geringere Zahl 
Teststiimme als PLT-22. Alle 14 Phagen sind temperiert und lassen sich 
auf Grund ihres Plaquebildes und ihrer hohen Hitzeresistenz in die 
Gruppe A 1 der Phagensystematik von Boyp (1950) einordnen. 

Alle 14 Phagen waren zu einfachen Transduktionen des Begeifelungs- 
Gens und zu simultanen Doppeltransduktionen des i-Antigen-Gens von 
dem Donor Br 4 auf verschiedene Rezipienten befihigt. Die Phagen 
konnten diese Merkmalsanlagen auf lysosensible sowie auch immune 
Rezipienten tibertragen. Auf 7 von den als Rezipienten verwendeten 
9 geiBellosen Salmonella-Stémmen konnte die BegeiBelung transduziert 
werden. Nicht-transduzierbare Stamme waren S. paratyphi A PA 256 
und 8S. gallinarum GA 74. . 

Mit der Nullkultur-Methode wurden 11 der insgesamt 14 Phagen dar- 
aufhin untersucht, mit welcher Haufigkeit sie das BegeiBelungs-Gen 
transduzieren, wenn stets derselbe Rezipient OB 19 verwendet wird. Die 
Transduktionsraten, definiert als Zahl der Transduktionen je adsor- 
biertem Phagenpartikel, lagen zwischen 1,0 - 10-6 und 3,5 - 10-*. Mit dem 
4?-Homogenitatstest wurden zum Teil signifikante Unterschiede in den 
Transduktionsraten festgestellt. Die Transduktionsrate fir P26 ist 
2,0 + 0,32 -10-*, wenn als Rezipient der immune Salmonella-Stamm 
OB 19 verwendet wird. Wird auf lysosensible Rezipienten (PB 1569, 
7M 13) transduziert, so bleibt die Rate ungefahr gleich. Dienen jedoch die 
P 26-lysogenisierten, Jersey-resistenten, geiBellosen Stimme OB19/J7 
und /J 8 als Rezipienten, so sind die Transduktionsraten etwa um eine 
Zehnerpotenz niedriger. Diese Abhangigkeit der Transduktionsrate von 
der Lysogenitat oder Lysosensibilitat des Rezipienten stimmt zum Teil 
nicht mit der des Systems A-Phagen + 4. coli-Bakterien tiberein. 


Die méglichen Ursachen werden diskutiert. 
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Wurde die zum Lysotyp Jersey gehdrende, geiBellose Mutante OB 19 
von S. schottmuelleri als Rezipient verwendet, so besaBen viele (etwa 65°/,) 
transduzierte Klone nicht mehr die Sensibilitat des Rezipienten gegen- 
iiber dem Jersey-Phagen. Wenn OB 19 mit P 26 lysogenisiert wurde, ohne 
da8 Transduzierte ausgelesen wurden, so waren etwa 26°/, der lysogenen, 
unbeweglichen Klone Jersey-resistent. Aber auch bewegliche Wild- 
stimme vom Typ Jersey waren nach P 26 Infektion zum Teil resistent 
gegen Jersey-Phagen. Jersey-resistente Zellen kénnen auch spontan, 
d. h. ohne P 26-Einwirkung, auftreten. Der hohe Gehalt (6°/,) an spontan 
Jersey-resistent gewordenen Zellen in zwei Ubernachtkulturen von OB 19 
macht es unsicher, ob die im Verlauf einer Transduktion ,,induzierte“ 
Jersey-Resistenz tatsachlich als eine haéufige, aber nicht unbedingte Folge 
der P 26-Lysogenisation aufgefaBt werden kann. Vielleicht ist der héhere 
Gehalt an Jersey-Resistenten in den dem P 26 exponierten Kulturen auch 
nur eine Folge von Selektion oder zufalliger Anreicherung. 


Den Herren Professoren Dr. med. H. ScHLOssBERGER und Dr. med. H. BRANDIS 
mochte ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit, fiir die Uberlassung eines Arbeits- 
platzes am Hygiene-Institut und fiir wertvolle Diskussionen bei der Durchfiihrung 
der qualitativen Versuche danken. Herrn Prof. Dr. R. W. Kapuan gilt mein 
besonderer Dank fiir die anregenden und kritischen Hinweise bei den quantitativen 
Versuchen und bei der Auswertung der Ergebnisse. 
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(Aus dem Organisch-chemischen Institut, Biochemische Abteilung, der Universitat 
Gottingen) 


Zur Systematik der Actinomycin bildenden Streptomyceten 


Von 
WERNER FROMMER* 


Mit 4 Textabbildungen 
(Hingegangen am 31. Juli 1958) 


Zahlreiche Veroffentlichungen beschaftigen sich mit der systematischen 
Eingliederung der Actinomycin bildenden Streptomyceten. Zusammen- 
fassende Literaturiibersichten finden sich bei WaKsMAN (1954), CorBaz, 
ETTLINGER, KELLER-SCHIERLEIN u. ZAHNER (1957) sowie PRIDHAM, 
HESsSELTINE u. BENEDICT (1958). Verschiedene im Organisch-chemischen 
Institut der Universitat Gottingen isolierte Actinomycin bildende Strepto- 
myceten-Staémme sind von LInDENBEIN (1952), PrEnnic (1953) sowie 
Martin u. Kurzner [s. Martin u. Pameus (1956)] beschrieben worden. 
Eine zusammenfassende Darstellung dieser bereits beschriebenen wie 
auch der neu isolierten bzw. als Actinomycinbildner neu entdeckten 
Sammlungsstémme fehlte bisher. 

Im Sommer 1956 wurde die vorliegende Zusammenfassung abge- 
schlossen. Sie heute noch in dieser Breite zu ver6ffentlichen, scheint mir 
aus folgenden Griinden gerechtfertigt: Das Interesse an den Actinomycin 
pildenden Streptomyceten hat in der Zwischenzeit eher zu- als abge- 
nommen. Wie die Arbeit von PripHam u. Mitarb. (1958) zeigt, ist auf 
Grund der angegebenen Merkmale eine Eingruppierung der beschriebenen 
Stimme in deren System der Streptomyceten nicht immer méglich. 
Ebenso sind nicht alle untersuchten Stémme mit den von WAKSMAN 
(1954) und Corsaz u. Mitarb. (1957) beschriebenen Arten identisch. 
Im Hinblick auf die gegenwartig noch bestehende Unsicherheit in 
der Bewertung der einzelnen Klassifizierungsmerkmale wird auf eine 
breite Beschreibung Wert gelegt, um auch spiteren Bearbeitern eine 
Eingruppierung nach anderen Gesichtspunkten zu ermdglichen. 


Methodik 
Stamm- Material 
Von folgenden Stammen standen fir diese Untersuchung Erdkonserven 
-(siche FrommEr 1956) zur Verfiigung : 


* Anschrift: Farbenfabriken Bayer AG, Werk Elberfeld, Biochem. Labor., 
Wuppertal-Elberfeld. 
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Actinomycin I Bildner!: Imme 794 und Imme 797 (siche BRocK- 
MANN u. GROnE 1954, Marrrn u. Pampus 1956). Beide Stamme zeigten 
Degenerationserscheinungen und bildeten nahezu kein Actinomycin 
mehr. Es wurden deshalb fiir diese Untersuchung auch die weniger 
degenerierten Auslesestémme von Imme 797 A 27/21 und A 27/31 heran- 
gezogen (siche FROMMER 1958). 

Actinomycin X Bildner: Sét 3, Ami 634, Wind 731 Ausgangsstamm 
und die von Marry hinsichtlich ihrer Luftmycelfarbe und Substrat- 
verfarbung ausgelesenen Varianten Wind 731 gelb-gelbsporig, gelb-grau- 
sporig und griin-grausporig, Wind 756, Ital 1130, Ital 1131, Halde 1160, 
SV 1944, SV 1948, Arg 2023, Arg 2025, Arg 2026, Arg 2027 (bei MARTIN 
u. Pampus als Din 452 bezeichnet) und Arg 2028. Von diesen Stammen 
waren Sét 3, Ami 634 und Wind 731 erstmals von Prennie (1953) be- 
schrieben worden. Die erste zusammenfassende Bearbeitung fiihrten 
Martin u. KutTzner (siehe Martin u. Pampus 1956) durch. 

Actinomycin C Bildner: Ja, 116, Schén 192, 327, 329, 330a (wahr- 
scheinlich eine Variante von Stamm 330), 331, 334a, Wal 679, DOA 1196, 
Brasil 1340, Brasil 1367, Erf 1415, Esch 1461 und Afro 2296. — Die 
Untersuchung der Stémme Ja, 116, Schén 192, 327, 330, 331 und Wal 679 
war bereits durch LINDENBEIN (1952) und Prennic (1953) erfolgt. Der 
Stamm Ja ist der Streptomyces chrysomallus LINDENBEIN Typenstamm. — 
Die Stéimme Brasil 1367 und besonders Brasil 1340 waren sehr stark 
degeneriert. Stamm Brasil 1340 wuchs auf den meisten Nahrbéden 
nicht an. 

Als Vergleichsstamm fiir Streptomyces antibioticus (WAKSMAN et 
WoopRuFrr) WAKSMAN et Henricti diente der Stamm A 7'CC 8863. Dieser 
Stamm hatte die Fahigkeit zur Actinomycin Bildung verloren. 

Alle Stémme mit Ausnahme von AT'CC 8663, Arg 2023, Arg 2025, 
Arg 2026, Arg 2027 und Arg 2028 waren aus den verschiedensten Erd- 
proben im hiesigen Institut isoliert worden. 


Ndhrbéden 

Die Auswahl der Nahrbéden richtete sich nach dem bisherigen Ge- 
brauch durch die Autoren. Zu den von LinDENBEIN angegebenen Nahr- 
boéden wurden noch eine Reihe von WAKSMAN (1950), Baupacct u. Mitarb. 
(1954) sowie Kurzner [siehe Martin u. Pampus (1956)] beschriebener 
Standardnahrbéden verwendet. Es ist natiirlich im Rahmen einer 
solchen Untersuchung nicht médglich, alle von diesen Autoren be- 
schriebenen diagnostischen Naihrbéden zu verwenden, die zudem oft nur 
in Kleinigkeiten von dem entsprechenden Nahrboden der anderen 


' Die Kinteilung der Actinomycine erfolgte nach den von BROCKMANN u. GRONE 
(1954) angegebenen Prinzipien. 
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Autoren abweichen. Alle von diesen Autoren angegebenen Nahrboden- 
typen wurden jedoch fiir diese Untersuchung herangezogen. Die dia- 
gnostischen Nahrbéden hatten folgende Zusammensetzung : 


1. Synthetischer Agar (nach LinDENBEIN): 3 Vol°/, Glycerin; 0,2°/, NaNO; 
0,1°/), K,HPO,; 0,05°/, MgSO, - 7H,0; 0,05°/, KCl; 0,001°/, FeSO, - 7H,0; px 7,2. — 
2. Mod. Czapek-Thom-Briihe (nach Batpacct u. WAKSMAN): 39/5 Rohrzucker; 
0,29/, NaNO,; 0,1°/, K,HPO,; 0,05°/) KCl; 0,05°/) MgSO, - 7H,O; 0,001°/, FeSO, - 
7H,O; pu 7,2. — 3. Glycerin-Glykokoll-Agar (nach von PiorHo 1940): 
2 Vol°/, Glycerin; 0,25°/, Glykokoll; 0,1°/, NaCl; 0,1°/) K,HPO,; 0,01°/, MgSO, - 
7H,0O; 0,01°/, FeSO,-7H,O; 0,01°/, CaCO;; pu 7,2. — 4. Glucose-Briihe (nach 
LINDENBEIN): 2°/, Glucose; 1°/) KNO;; 0,1°/) NaCl; 0,1°/) K,HPO,; 0,005°/, 
MgSO,-7H,0; 0,001°/) FeSO,-7H,O; 0,001°/, CaCO;; pu 7,2. — 5. Glucose- 
Asparagin-Agar (nach LINDENBEIN, WAKSMAN u. Baxpacct): 1°/) Glucose; 
0,05°/, Asparagin; 0,05°/, K,HPO,; pu 6,8. — 6. Glycerin-Na-Asparaginat- 
Agar (nach H. J. Conn siehe Stapp 1953): 1 Vol®/, Glycerin; 0,1°/, Na-Aspara- 
ginat; 0,1°/, Glucose; 0,15°/) NH,H,PO,; 0,02°/) MgSO, - 7H,0; 0,01°/, KCl; 0,01°/, 
CaCl,; Spur FeSO,; px 7,2. — 7. Ca-Malat-Agar (nach Batpacct, bei LInDEN- 
BEIN mit 1°/, Glycerin): 1°/) Ca-Malat; 0,05°/, NH,Cl; 0,05°/, K,HPO,; px 7,0. — 
8. Starkeplatte (nach LrinpENBEIN): 1°/, lésl. Starke; 1°/, KNO,; 0,1°/) NaCl; 
0,1°/, K,HPO,; 0,01°/, FeSO,-7H,O; 0,01°/, MgSO,-7H,0; 0,01°/, CaCO;; px 
7,2. — 9. Cellulose-Briihe (nach LrypENBEIN): 0,1°/) K,HPO,; 0,05°/, MgSO, - 
7H,O; 0,05°/, KCI; 0,001°/, FeSO,-7H,0; 0,2°/, NaNO,; Filtrierpapier (Schleicher 
u. Schiill WeiBband, 7 cm Durchmesser) ; px 7,2. — 10. Glucose-Agar (LINDENBEIN 
bei WaksMAN als Glucose-Pepton-Briihe): 1°/, Glucose; 0,5°/, Pepton (Brunnen- 
graber Tt); 0,1°/, K,HPO,; 0,5°/.MgSO, - 7H,0; px 7,0. — 11. Glucose-Pepton- 
Agar (nach Batpacct, siehe auch KurzNEr): 1°/) Glucose; 1°/) Pepton (Brunnen- 
graber Tt) ; 0,5°/, Fleischextrakt (Probacit Maggi) ; 0,5°/, NaCl; px 7,2. — 12. Nahr- 
- agar (nach LInDENBEIN, bei WaxksmaN als Nahrbrithe): 0,5°/, Pepton (Brunnen- 

graber Tt); 0,5°/, Fleischextrakt (Probacit Maggi) ; 0,5°/, NaCl; px 7,2. — 13. Nahr- 
agar (nach Baxpacct): 1,5°/, Glycerin; 1°/) Pepton (Brunnengraber Tt); 0,5°/o 
Fleischextrakt (Probacit Maggi); 0,5°/) NaCl; pu 7,2. — 14. Kartoffel-Agar 
(nach Baxpacct): 20°/, geschalte Kartoffeln; 2°/, Glucose; pu 4,7. — 15. Hafer- 
flocken-Agar (nach Kistzr u. Kurznur): 20 g Haferflocken werden in 1 Liter 
Leitungswasser 20 min gekocht und nach dem Abkiihlen abzentrifugiert. Die tiber- 
stehende Lésung wird mit Leitungswasser wieder auf 1 Liter aufgefiillt. px 7,2. — 
16. Lackmus-Milch (nach LinpENBEIN, WAKSMAN, BALDACCI u. KUTZNER): 
1 Liter Magermilch wird mit 150 cm* 1°/, wabriger Lackmus-Lésung gemischt; 
pH 0,3. — 17. Serumnahrboden (nach L6rruER). — 18. Karottenscheiben. — 
19. Kartoffelscheiben. — 20. Gelatinestichkulturen (nach LINDENBEIN): 
0,5°/, Pepton (Brunnengraber Tt), 2%, Glucose, 20°/, Gelatine, pu 7,0. — 
21. Plain-Nahrboden (Stichkulturen) (siche WAKSMAN in BERGEY): 20/9 
Gelatine, pu 7,0. — 

Alle festen Nahrbéden enthielten 2°/) Agar. 


Beobachtung und Beschreibung 
Alle Kulturen (je zwei Parallelen) wurden einheitlich beimpft und bei 
28° C bebritet. 
Die Agarkulturen beobachteten wir am 4., 8., 12. und 20. Tag, die 
Flissigkeitskulturen am 5., 10., 20. und 40. Tag und beschrieben jeden 
Stamm nach Wachstumsform, Mycelfarbe, Luftmycelbildung, Luft- 
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mycelform, Luftmycelfarbe und Substratverfairbung. Bei der Beschrei- 
bung hielten wir uns an die von LInDENBEIN (1952) gegebenen Begriffs- 
bestimmungen. In den meisten Fallen waren Wachstum, Verfirbung und 
Luftmycelbildung am 12. bzw. in Fliissigkeitskulturen am 20. Tag ab- 
geschlossen. Die unten angefiihrten Beschreibungen beziehen sich meist 
auf diesen Termin. Gelatineverfliissigung und Stirkeabbau (gemessen in 
Millimeter vom Kolonierand) wurden ebenfalls am 4., 8., 12. und 20.Tag, 
Nitratabbau, Nitritbildung aus Nitrat und Nitritabbau in Czapek-Thom- 
und Glucose-Briihe sowie Coagulation und Peptonisierung der Milch am 
5., 10., 20. und 40. Tag gemessen. 

Die mikroskopische Beobachtung der Luftmycel- und Sporenbildung 
fand auf den Nahrbéden Glycerin-Glykokoll-, Glucose-Pepton-, Kar- 
toffel-, Haferflocken- und Starke-Agar am 4., 8., 12. und 20. Tage der 
Bebriitung statt. Fiir diese Beobachtung erwies sich der Starkenahrboden 
und besonders der Haferflocken-Agar am geeignetsten. Durch den ge- 
ringeren Nahrstoffgehalt ist hier der Bewuchs nicht so dicht wie auf den 
anderen Nahrbéden und dadurch eine bessere Beobachtung méglich. 


Messung der Phenoloxydaseaktivitét 

Nach KtstTr (1953) kommen bei Streptomyceten verschiedene Phenol- 
oxydasen vor. Der Nachweis der Phenoloxydasetypen bei den hier unter- 
suchten Staéammen sollte zeigen, ob Unterschiede im Phenoloxydasen- 
gehalt zur systematischen Charakterisierung herangezogen werden 
konnen. 

Zur Messung der Phenoloxydaseaktivititen (siehe Ktstpr 1953) stanzten wir 
am 20. Tag der Bebriitung mit einem Korkbohrer kleine Zylinder aus dem Agar 
der Schragréhrchen und legten sie mit der Mycelseite nach unten auf Agarplatten 
(1°/, Agar), die 0,04°/, Hydrochinon oder Tyrosin enthielten. Hydrochinon wird 
von den Phenoloxydasen des Laccasetyps, Tyrosin von denen des Tyrosinasetyps 
verfarbt (Kistrmr 1955). Nach 24stiindiger Bebriitung bei 28°C wurden die sich 
um die ausgestanzten Zylinder ausbildenden braunen oder schwarzen Verfarbungs- 
zonen ausgemessen. 

In Vorversuchen hatte sich herausgestellt, daB die Phenoloxydase- 
reaktivitaten auf den peptonhaltigen Nihrbéden, insbesondere auf dem 
Nahragar nach Baupacct, am stiirksten sind. Wir verwendeten zur Be- 
stimmung der Phenoloxydasen daher meist nur diesen Nahrboden. Auf 
den anderen Nahrbéden ergab sich, wie Versuche bei den Stammen der 
verschiedenen Gruppen zeigten, bei starken quantitativen Unterschieden 
qualitativ dasselbe Bild. 


Ergebnisse 


Die Untersuchungen zeigten, da weder die zur chromogenen noch die 
zur achromogenen Gruppe gehérenden Staémme einheitlich reagieren. 
Auf Grund der verschiedenen Reaktionsweisen ist eine weitere Unter- 
teilung notwendig, wobei sich die Stémme aber zwanglos zu Gruppen 
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zusammenfassen lassen. Obwohl die Zusammenfassung der Stiimme zu 
Gruppen nach rein morphologischen und physiologischen Merkmalen 
durchgefiihrt und dabei der Art der gebildeten Actinomycine keinerlei 
Beachtung geschenkt wurde, ergab die Gruppeneinteilung im Gegensatz 
za den Untersuchungen von Corsaz u. Mitarb. (1957) doch eine Auf- 
trennung nach der Art der gebildeten Actinomycine. 

Versuche, die hier beschriebenen Stamme in das System von WAKSMAN 
(WAKSMAN u. LECHEVALIER 1953) einzuordnen, schlugen in den meisten 
Fallen fehl. Es konnten von den insgesamt 8 Gruppen nur 3 den bereits 
bestehenden Arten Streptomyces antibioticus (Waksman u. Woodruff) 
Waksman u. Henrici, Streptomyces chrysomallus Lindenbein und. Strepto- 
myces michiganensis Corbaz et al. zugeordnet werden. Bei den anderen 
Gruppen sind die Unterschiede zu den bekannten Arten zum Teil so groB, 
 da® eine Abgrenzung neuer Arten erforderlich scheint. Da es sehr schwierig 
ist, die oft fein nuancierten Unterschiede in Wachstum, Luftmycelform 
und Farbung in wenigen Worten auszudriicken, wurde groBer Wert 
darauf gelegt, nur solche Merkmale zur Abgrenzung der Arten heranzu- 
ziehen, die leicht eindeutig zu beschreiben sind und daher auch anderen 
Beobachtern eine sofortige Erkennung erlauben und die nach den bis- 
herigen Erfahrungen konstante Eigenschaften darstellen (Luftmycelfarbe, 
Chromogenitat u. Sporophorstruktur). 

WAKSMAN u. GrecoryY wie auch Martin u. Kurzner legen bei ihrer 
Einteilung der Actinomycinbildner groBen Wert auf die mikroskopische 
Morphologie. Beide Untersuchergruppen fithrten ihre mikroskopischen 
Beobachtungen jedoch auf verschiedenen Nahrbéden durch. Um die 
Ergebnisse beider Untersuchungen vergleichen zu kénnen und um die 
durch Nahrbéden bedingte Variationsbreite zu erfassen, beobachteten 
wir die Luftmycel- und Sporenbildung auf fiinf Nahrboden der ver- 
schiedensten Typen. Es stellte sich jedoch heraus, dali das Luftmycel auf 
den verschiedenen Nahrbéden recht einheitlich ausgebildet wird, d. h. der 
Verzweigungs- und Spiralisierungstyp eines Stammes ist auf allen unter- 
suchten Nahrbéden, die zumindest eine maBige Luftmycelbildung zu- 
lassen, gleich, wenn auch die Verzweigungsdichte auf den héher konzen- 
trierten Nahrbéden Glycerin-Glykokoll- und Kartoffelagar erdBer ist als 
auf den schwacher konzentrierten Haferflocken- bzw. Starkeagar. Ledig- 
lich der Peptonnahrboden (Nihragar nach BaLDacct) machte eine Aus- 
nahme, indem er die Spiralisierung bei allen Stimmen unterdriickte (siehe 
auch WaKSMAN 1950). 

Die zum Teil sehr ahnlich zusammengesetzten Nahrbéden verschie- 
dener Autoren, wie die Gelatinenahrbéden nach LINDENBEIN und PLAIN, 
Glucose-Pepton-Agar, Glucose-Agar, Nahragar nach LinpENBEIN und 
Baxpacct, ergaben fiir die systematische Einordnung dieselben Gesichts- 
punkte, so daB die Zahl der Nahrbéden nach Ubereinkunft betrachtlich 
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verringert werden kénnte und sollte. Die Flissigkeitskulturen zeigten 
keine fiir die systematische Eingliederung wertvollen Merkmale. 


Die einzelnen Gruppen zeigten folgendes Verhalten : 


Gruppe 1: Streptomyces antibioticus (Waksman et Woodruff) 
Waksman et Henrici 


Die hier zusammengefaBten Staimme Imme 797, Imme 794 und die 
Auslesestiimme A 27/21 und A 27/31 verhalten sich wie der Streptomyces 
antibioticus Stamm ATCC 8663 und kénnen daher als Streptomyces anti- 
bioticus bezeichnet werden. 
Alle diese Stémme mit Aus- 
nahme des Typenstammes, 
der das Actinomycin - Bil- 
dungsvermégen verloren hat, 
produzieren Actinomycin I. 

Mikroskopische Morpho- 
logie. Das Luftmycel besteht 
aus mehr oder weniger langen, 
meist unregelmaBig, oft besen- 
formig oder biischelig verzweig- 
ten Hyphen. Die Hyphen sind 

. meist gerade, selten gewellt, zum 
Abb. 1. Stamm Imme 797 auf Haferflocken-Agar Teil knorrig (siehe Abb. 1). In 
wenigen Fallen finden sich auf 
Haferflocken-Agar vereinzelte Spiralen mit 2—3 Windungen. 

Habitus 

Synthetischer Agar: Wachstum: kraftig, krustig, gelb. Luftmycel: samtig, 
bei S. antibioticus ATCC 8663 mehlig bis samtig, gelblich-weiB, bei S. antibioticus 
weib-grau, bei A 27/27 braunlich-wei8 mit weiben Tupfen. Lésliches Pigment: 
gelb-braun, bei S. antibioticus schwach gelblich mit griinlichem Schimmer. 

Mod. Czapek-Thom-Briihe: nur wenige farblose Submersflocken. 

Glycerin-Glykokoll-Agar: Wachstum: kriftig, krustig, unterseits grau bis 
schwach rotlich-grau. Luftmycel: mehlig bis samtig, mausgrau mit weiBen Tupfen. 
Lésl. Pigment: leicht gelblich, zum Teil spiiter schwach griinlich. 


Glucose-Briihe: wenige farblose Submersflocken, zum Teil am Boden des 
GefaiBes festgewachsen. 


Glucose-Asparagin-Agar. Wachstum: krustige diinne Decke, grau bis farb- 
los mit einzelnen dunkelbraunen bis schwarzen Kolonien. Luftmycel: mausgrau bis 
hellgrau, bei einzelnen Stiimmen ist das Luftmycel nur sehr spirlich ausgebildet. 
Lésl. Pigment: fehlt. 


Glycerin-Na-Asparaginat-Agar: Wachstum: schwach, pustelig, ungefarbt 
bis schwach gelblich, unterseits rétlich grau bis farblos. Luftmycel: nur bei S. anti- 
bioticus AT'CC 8663 an einzelnen Stellen vorhanden, mausgrau. Lésl. Pigment: feblt. 

Ca-Malat-Agar. Wachstum: schwach, krustig bis pustelig, farblos bis gelblich. 
Luftmycel: nur auf einzelnen Kolonien wei8 bis grau-weiB. Lisl. Pigment: fehlt. 


Stairkeplatte. Wachstum: pustelig bis krustig, Mycel gelb, bei S. antibioticus 
ATCC 8663 ungefirbt. Luftmycel: nur einzelne Kolonien mit weiBem bis grau- 
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weiBem Luftmycel bedeckt, mehlig. Lésl. Pigment: zum Teil blaBgelb, meist feh- 
lend. Starkehydrolyse: Abbauzone nach 20 Tagen 1,5 cm. 


Cellulose-Brithe. Kein Wachstum. 
Glucose-Agar. Wachstum: krustig, diinn, hellbraun bis braun. Luftmycel: 


meist nur im unteren Teil des Réhrchens vorhanden, weil bis braunlich-grau. Lésl. 
Pigment: braun. 


Glucose-Pepton-Agar: Wachstum: kraftige Decke, braun. Luftmycel fehlt. 
Lésl. Pigment: dunkelbraun bis schwarz. 


Nahragar nach LrypenBern. Wachstum: diinne Decke aus braunem, schlei- 
migem Mycel. Luftmycel fehlt. Lésl. Pigment: braun. 


Nahragar nach Baupacct. Wachstum: krustig, braun. Luftmycel: nur bei 
ATCC 8663 und Imme 794 vorhanden, diinn, staubig, wei® bis grauweif. Losl. 
Pigment: dunkelbraun bis schwarz. 


Kartoffelagar. Wachstum: knorpelig bis pustelig, ungefarbt. Luftmycel: nur 
bei Imme 797 vorhanden, grauwei8, mehlig bis samtig. Lésl. Pigment: fehlt. 


Haferflocken-Agar. Wachstum: diinne Decke, farblos. Luftmycel: staubig 
bis mehlig, mausgrau bis weil’. Lésl. Pigment: fehlt. 


Lackmus-Milch. Wachstum: kraftig. Luftmycel: meist erst spaiter auftretend, 
sparlich, mehlig, grau. Lackmus schlagt nach 14 Tagen nach rot um. Peptonisierung 
ohne Fallung. Réhrchen nach etwa 14 Tagen vollstandig peptonisiert. 


Serumnahrboden. Wachstum: krustig, gelb (AT'CC 8663), farblos (Imme 794) 
und gelb-braun (Imme 797). Luftmycel: nur bei ATOC 8663 an einzelnen Stellen 
- vorhanden, mehlig, wei. Lésl. Pigment: fehlt. Keine Verfliissigung. 


Karottenscheiben. Wachstum: krustig bis runzelig, olivgriin. Luftmycel 
und ldsl. Pigment: fehlen. 


Kartoffelscheiben. Wachstum: krustig bis runzelig, olivgriin. Luftmycel: 
fehlt. 

Gelatinestichkulturen. Wachstum: runzelig, braun. Luftmycel: fehlt. Lésl. 
Pigment: dunkelbraun. Verfliissigung: langsam, nach 20 Tagen 0,5 em, nur A7'CC 
8663 etwas stairker verfliissigend. 


Plain-Nahrboden. Wachstum: runzelig, braun. Luftmycel: nur bei AT'CC 
8663 an einzelnen Stellen vorhanden. mehlig, wei. Lésl. Pigment: hellrot bis rot- 
braun. Verfliissigung: wie bei den Gelatinestichkulturen. 


Gruppe 2: wahrscheinlich Streptomyces michiganensis Corbaz, Ettlinger, 
Keller-Schierlein et Zahner 

Die Gruppe 2 umfaBt die Stamme Sot. 3, Ami 634 und Halde 1160. 
Sie deckt sich mit der Gruppe I Martin u. KuTZNER. Lediglich der 
Stamm SV 1948 muBte auf Grund seines Verhaltens anders eingeordnet 
werden. Alle diese Staémme bilden Actinomycin X; sie verhalten sich 
sehr ahnlich wie die der Gruppe 1. In einigen Punkten sind jedoch 
 deutliche Unterschiede vorhanden. Wahrend Streptomyces antibioticus 
(siehe auch WAKSMAN Uu. Wooprurr 1941) und die anderen Stamme 
der Gruppe 1 keine Tyrosinasereaktion geben, farben die Stamme 
der Gruppe 2 als einzige der hier untersuchten Staémme Tyrosin-Agar 
schwarz. Alle anderen Stamme verfarben nur Hydrochinon-Agar. AuBer- 
dem ist die Luftmycelfarbe auf Glycerin-Glykokoll-Agar, Glucose-Agar 
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und besonders auf Glucose-Asparagin- und Glucose-Na-Asparaginat- 
Agar (siehe auch WaksMAN u. Grcory 1954) bei beiden Gruppen ver- 
schieden. Die Stirkehydrolyse ist bei den Stémmen der Gruppe 2 be- 
deutend schwacher. 

Die Stiimme dieser Gruppe zeigen sehr groBe Ahnlichkeit mit der von 
Corpaz u. Mitarb. beschriebenen Art Streptomyces michiganensis. Hier 
kénnte nur ein Stammvergleich eine eindeutige Klarung bringen. Vor- 
laufig wollen wir die Stimme der Gruppe 2 zu Streptomyces michiganensis 
stellen. 


Mikroskopische Morphologie. Meist nur kurze, wenig oder biischelig ver- 
zweigte Hyphen. Ahnlich wie bei Gruppe 1, Hyphen jedoch hier in den meisten 
Fallen viel kiirzer. 


Habitus: 
Synthetischer Agar. Wachstum: kraftig, krustig, sattgelb. Luftmycel: 
mehlig bis samtig, cremefarben. Lésl. Pigment: sattgelb bis gelb-braun. 


Mod. Czapek-Thom-Briihe. Wachstum: wenig ungefarbte Submersflocken. 


Glycerin-Glykokoll-Agar. Wachstum: kraftig, krustig bis runzelig, satt- 
gelb bis goldgelb. Luftmycel: mehlig, cremefarben. Lésl. Pigment: sattgelb bis 
gelb-braun. 

Glucose-Briihe. Wachstum: Oberflaichenmycel maBig bis kraftig, bei Halde 
1160 fehlend. Luftmycel: weiB bis cremefarben, mehlig. Lésl. Pigment: braun oder 
hellbraun. 

Glucose-Asparagin-Agar. Wachstum: krustig bis pustelig, hellgelb bis gelb. 
Luftmycel: mehlig, weiB bis weiBlich gelb. Lésl. Pigment: hellgelb. 


Glycerin-Na-Asparaginat-Agar. Wachstum: krustig, sattgelb. Luftmycel: 
mehlig, zum Teil staubig, gelb. Lésl. Pigment: gelb. 


Ca-Malat-Agar. Wachstum: diinne Kruste, schwach gelblich. Luftmycel: 
mehlig bis staubig, weiB, zum Teil schwach gelblich. Lésl. Pigment: schwach 
gelblich. 

Starkeplatte. Wachstum: kraftig, krustig, hellgelb. Luftmycel: mehlig, gelb- 
lich, bei Halde 1160 nahezu fehlend. Lésl. Pigment: schwach gelblich. Starkehydro- 
lyse: sehr schwach, nahezu fehlend. 


Cellulose-Briihe: kein Wachstum. 

Glucose-Agar. Wachstum: krustig bis runzelig, unterseits gelbbraun. Luft- 
mycel: kraftig ausgebildet, samtig, nur bei Halde 1160 staubfein, cremefarben bis 
gelb. Lésl. Pigment: gelbbraun bis braun. 


Glucose-Pepton-Agar. Wachstum: kraftig, braun. Luftmycel: nur an ein- 
zelnen Stellen ein diinner, staubfeiner Uberzug, weiB, stellenweise schwach gelblich. 
Lésl. Pigment: dunkelbraun. 

Nahragar nach Linpenspery. Wachstum: kraftig, braun. Luftmycel fehlt. 
Lésl. Pigment: dunkelbraun. 

Nahragar nach Banpaccr. Wachstum: kraftig, krustig bis pustelig, braun. 
Luftmycel: im oberen Teil des Réhrchens als staubfeiner Uberzug, im unteren Teil 
mehlig, wei bis gelblich. Lésl. Pigment: dunkelbraun. 

K artof felagar. Wachstum: kraftig, krustig, gelb bis braun. Luftmycel: 
mehlig, cremefarben, bei Halde 1160 mehr grauweiB. Lisl. Pigment: hellbraun. 
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Haferflocken-Agar. Wachstum: pustelig, maBig, bei Halde 1160 sehr schwach, 
ungefarbt bis schwach gelblich. Luftmycel: staubig bis mehlig, schwach gelblich, 
bei Halde 1160 fehlend. Lésl. Pigment: fehlend oder schwach gelblich. 

Lackmus-Milch. Wachstum: kraftige, krustige Decke, erst griinlich-braun, 
spater dunkelbraun. Luftmycel: mehlig, cremefarben. Peptonisierung: langsam. 

Serumnahrboden. Wachstum: krustig, gelb bis olivgriin. Luftmycel: nur an 
einzelnen Stellen, staubfein, weiB. Lésl. Pigment: fehlt. Keine Verfliissigung. 

Karottenscheiben. Wachstum: krustig, braun-grau. Luftmycel: nur an 
_wenigen Stellen, staubfein, gelb. Lisl. Pigment: fehlt. 

Kartoffelscheiben. Wachstum: krustig, dunkelbraun. Luftmycel: an einzel- 
nen Stellen, staubfein, grau. Lésl. Pigment: braun-schwarz. 

Gelatinestichkulturen. Wachstum: mafig, einzelne krustige Kolonien, 
graubraun. Luftmycel: staubig bis mehlig, schwach gelblich. Lésl. Pigment: 
dunkelbraun. Verfliissigung: nach 21 Tagen 2—3 cm. 

Plain-Nahrboden. Wachstum: kraftige, krustige Decke, braun. Luftmycel: 
mehlig bis staubig, cremefarben oder grauweils. Lésl. Pigment: braun. Verfliissi- 
 gung: langsam, nach 21 Tagen nicht tiber 1 cm. 


Gruppe 3: Streptomyces galbus nov. spec. 


Die Gruppe 3 umfaBt die Stamme Wind 731, Wind 756, Arg 2023, 
Arg 2025, Arg 2026 und Arg 2028 (siche Martin u. Pampus, 1956, 
Gruppe II). Alle diese Stiimme bilden Actinomycin X. Einzelne Merk- 
male sind bei den zu dieser Gruppe zusammengefafiten Stammen sehr 
variabel (siehe auch Auslesestimme von Wind 731). Sie sind insbesondere 
durch die Variation der Luftmycelfarbe auf synthetischem und Glycerin- 
Glykokoll-Agar ausgezeichnet. Sie unter- 
scheiden sich von den Stémmen der 
Gruppe 2 besonders durch die Griinfarbung 
des synthetischen und des Glycerin- 
Glykokoll-Agars, durch die Ausbildung des 
Luftmycels,durch vermehrtenStarkeabbau 
und durch vermehrte Actinomycinbildung. 

Mikroskopische Morphologie. Meist 
monopodial verzweigte Baumchen oder Biische, ‘ . 
zum Teil sehr dicht verzweigt, mit mehr oder ,yei ae 
weniger stark spiralisierten Enden (siehe Abb. 2); Abb. 2: Stamm Wind 731 
meist 3—4 oft bis 8 Windungen, zum Teil jedoch auf Glycerin-Glykokoll-Agar 
nur eingerollte Enden. Bei einzelnen Stammen 
kommen neben diesen Biischen besonders auf Haferflocken-Agar sehr lange, gerade, 
wenig verzweigte Hyphen vor, die kurze biischelig verzweigte Seitenaste tragen. 


Habitus 

Synthetischer Agar. Wachstum: krustig, tippig, unterseits sattgelb oder 
gelbgriin. Luftmycel: samtig, cremefarben, mausgrau oder LOE SEs Lésl. Pigment; 
goldgelb, spater zum Teil griingelb (Wind 756, Arg 2023, Arg 2025 und Arg a 

Mod. Czapek-Thom-Brithe. Wachstum: bei den Arg-Stémmen kraftig, 
krustig, unterseits gelb bis griinlichgelb, bei den Wind-Stémmen nur sehr diinne 
Decke und viel Submersmycel, gelb bis gelbbraun, bes. Wind 756 sehr schwach 
14 
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gefarbt, ebenso Arg 20271. Luftmycel: sehr schwach, meist nur an einzelnen Stellen, 
mehlig bis staubig, cremefarben bis grauweiB. Lésl. Pigment: sattgelb bis hellgelb, 
zum Teil spaiter griingelb. 

Glycerin-Glykokoll-Agar. Wachstum: krustig, iippig, unterseits goldgelb 
oder gelbgriin. Luftmycel: samtig, mausgrau, gelb oder cremefarben (Arg 2027, 
SV 1948). Lésl. Pigment: goldgelb oder griingelb. 

Glucose-Briihe. Wachstum: dicke, krustige Decke, unterseits gelb bis gelblich- 
braun. Luftmycel: mehlig, cremefarben, bei Wind 756 fehlend. Lésl. Pigment: 
gelbbraun bis rotbraun. 

Glucose-Asparagin-Agar. Wachstum: schwach, krustig, unterseits hellgelb 
oder griingelb, zum Teil spater rotbraun. Luftmycel: diinn, mehlig oder staubfein, 
meist nur an einzelnen Stellen vorhanden, mausgrau, zum Teil mit weiBen Tupfen. 
Lésl. Pigment: sattgelb bis gelbgriin. 

Glycerin-Na-Asparaginat-Agar. Wachstum: krustig bis pustelig, meist, 
besonders SV 1948 und Arg 2027, diinn, rétlichgelb bis sattgelb. Luftmycel: nur 
die Stamme Arg 2023, Arg 2025 und Arg 2026 mit Luftmycel bedeckt, sonst nur 
an einzelnen Stellen, bei SV 1948 und Arg 2027 vollstandig fehlend, Luftmycel 
weil bis grauweiB. Lésl. Pigment: hellgelb bis sattgelb, zum Teil gelbgriin, bei 
Arg 2025 rotlichbraun. 

Ca-Malat-Agar. Wachstum: diinne Kruste, unterseits gelb bis griinlichgelb. 
Luftmycel: diinne Decke, mehlig bis staubig, weif bis braunlichgrau. Lésl. Pigment: 
sattgelb bis gelbgriin. 

Starkeplatte: Wachstum: krustig bis pustelig, sattgelb. Luftmycel: staubig 
bis mehlig, bei Wind 756 und Arg 2026 fast fehlend, weiB bis wei®grau. Lésl. 
Pigment: gelb. Stérkehydrolyse: nach 20 Tagen 1,2—2 cm, die Stiimme SV 1948 
und Arg 2027 nur 0,4—0,6 cm. 

Cellulose-Briihe. Wachstum: sehr wenig kleine Submersflocken oder auf dem 
Papier festsitzende kleine Kolonien, kraftigeres Wachstum bei den Wind 731 
Stammen (Filtrierpapier nach 40 Tagen in einzelne Fasern zerlegt), bei Wind 756 
und Arg 2027 diinnes Hiutchen an der Oberfliche. Lésl. Pigment: Wind 731, 
Wind 756 und Arg 2027 gelb, SV 1948 und Arg 2026 hellgelb, sonst fehlend. 


Glucose-Agar. Wachstum: krustig, braun, nur SV 1948 und Arg 2027 gelb. 
Luftmycel: sehr diinn, staubfein, bei Wind 756 und Arg 2028 vollstandig fehlend, 
nur bei den Stimmen SV 1948 und Arg 2027 mehlig, weif® bis grauweiB. Lésl. 
Pigment: dunkelbraun, bei SV 1948 und Arg 2027 goldgelb. 

Glucose-Pepton-Agar. Wachstum: schwach bis maBig, krustig, dunkel- 
braun, nur bei SV 1948 und Arg 2027 goldgelb. Luftmycel: meist vollstandig 
fehlend, zum Teil an einzelnen Stellen vorhanden, staubig bis mehlig, weil. Lésl. 
Pigment: dunkelbraun, bei SV 1948 und Arg 2027 goldgelb. 


Nahragar nach LrnpEeNBELN. Wachstum: diinne Kruste, braun, Luftmycel: 
fehlt, Lésl. Pigment: braun, bei SV 1948 und Arg 2027 gelbbraun. 


Nahragar nach Banpaccr. Wachstum: krustig, dunkelbraun, bei SV 1948 und 
Arg 2027 goldgelb. Luftmycel: fehlend oder staubfein, weiB, bei SV 1948 und 
Arg 2027 mehlig, cremefarben, Lésl. Pigment: dunkelrotbraun, bei SV 1948 und 
Arg 2027 goldgelb. 

Kartoffelagar. Wachstum: kraftig, krustig, gelb bis olivgriin. Luftmycel: 
mehlig oder samtig, bei Wind 756 und Arg 2028 staubig, fast fehlend, cremefarben 
oder mausgrau. Lésl. Pigment: hellgelb bis gelbgriin. 


} Die Stimme Arg 2027 und SV 1948 gehéren zur Gruppe 4. Um die Unter- 
schiede hervorzuheben, werden sie jedoch zusammen mit Gruppe 3 beschrieben, 
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Haferf locken-Agar. Wachstum: sehr schwach, krustig bis pustelig, schwach 
gelblich oder gelblichgriin. Luftmycel: mehlig, mausgrau, bei Arg 2028 fehlend. 
Lésl. Pigment: griinlichgelb. 


Lackmus-Milch. Wachstum: kraftige Decke. Luftmycel: meist schwach, 
staubig bis mehlig. Nach 20 Tagen vollstindige Peptonisierung, meist ohne vorher- 
gehende Fallung. 


Serumnahrboden. Wachstum: kraftig, runzlig, cremefarben bis gelb. Luft- 
mycel und lésl. Pigment fehlen. 


Karottenscheiben. Wachstum: kraftig, runzlig, rotlichgrau, stellenweise gelb. 
Luftmycel: staubig (Arg 2025 und Arg 2026), mehlig (Wind 731 griin-grausporig, 
SV 1948, Arg 2023 und Arg 2027), sonst fehlend. Farbe sehr variabel. Im selben 
Rohrchen oft wei, cremefarben und grau. Lésl. Pigment: fehlt. 


Kartoffelscheiben. Wachstum: krustig bis runzlig, rostbraun bis gelb. Luft- 
mycel: meist sehr diinn, staubig, mausgrau oder besonders bei Stamm Wind 731 
griin-grausporig, mehlig, gelb. Lésl. Pigment: die Kartoffelscheibe farbt sich 
schwarz. 


Gelatinestichkulturen. Wachstum: kraftige Decke, krustig bis runzlig. 
Luftmycel: meist mehlig bis samtig, gelb, nur bei den Wind 731 Stammen schwacher. 
Lésl. Pigment: dunkelbraun, bei SV 1948 und Arg 2027 gelb. Verfliissigung: sehr 
langsam, nach 20 Tagen unter 1 cm. 


Plain-Nahrboden. Wachstum: krustig. Luftmycel: mehlig, wei bis schwach 
gelblich, nur bei Wind 731 und Wind 756 schwacher. Lésl. Pigment: rotbraun, bei 
SV 1948 und Arg 2027 hellgelb. Verfliissigung: etwas starker als auf Nahrboden 20. 

Die zu dieser Gruppe 3 gehdrenden Stiémme zeigen gewisse Ahnlich- 
keiten mit Streptomyces viridochromogenes (Krainsky) Waksman et Hen- 
rici, S. flavochromogenes (Krainsky) Waksman et Henrici und 8. virido- 
flavus Waksman et Tishler, sind jedoch in einzelnen Merkmalen deutlich 
von diesen zu unterscheiden. 8. flavochromogenes bildet auf Nahragar ein 
graues losliches Pigment, auf Kartoffeln gelbe Kolonien mit weiBem Luft- 
mycel und ist Tyrosinase-positiv. S. viridochromogenes ergibt in Glucose- 
Briihe einen dicken, braunen, spater dunkelgriinen Ring, auf Gelatine 
ein cremefarbenes, spiter griin werdendes Mycel, auf Kartoffeln kraftiges 
grau-braunes Wachstum. S. viridoflavus unterscheidet sich besonders 
durch sein schwaches Wachstum auf synthetischem Agar ohne Luftmycel 
und lésliches Pigment und durch das Fehlen des léslichen Pigments auf 
Nahragar. 

Wir fassen deshalb die zu dieser Gruppe gehorenden Stémme zu einer 
neuen Art zusammen: Streptomyces galbus nov. spec. (galbus = griin- 
lichgelb). Typenstamm ist Wind 731. 


Gruppe 4: Streptomyces galbus var. achromogenes 
Eng an die Gruppe 3 schlieBt sich Gruppe 4 an, deutlich nur durch die 
fehlende Pepton- und Gelatinebraunfarbung und durch die schwachere 
Starkehydrolyse von den Stammen der Gruppe 3 verschieden. Die beiden 
zu dieser Gruppe gehérenden Stamme SV 1948 und Arg 2027 sind, um 


die Unterschiede deutlich werden zu lassen, mit den Staémmen der 
14* 
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Gruppe 3 beschrieben. Erst weitere Versuche miiBten zeigen, wie grob 
die Variabilitat dieser Merkmale bei dieser auch in anderen Merkmalen 
streuenden Gruppe 3 ist, d. h., ob die unterschiedlichen Reaktionen eine 
Abtrennung erfordern oder ob sie noch in die Variationsbreite der 
Gruppe 3 fallen. (Martin u. Pampus 1956 beschrieben die Stamme 
SV 1948 und Arg 2027 noch als chromogen.) Vorlaufig wollen wir die zur 
Gruppe 4 gehorenden Stiémme als Streptomyces galbus var. achromogenes 
bezeichnen. 

Von den hier untersuchten Staémmen steht diese Gruppe Streptomyces 
parvullus Waksman et Gregory (1951) am nachsten, unterscheidet sich 
jedoch durch die Reaktionen auf Glucose-Asparagin-Agar, Kartoffel- 
scheiben und auf den Gelatinenihrbéden. Die Beziehungen zu Strepto- 
myces galbus scheinen enger zu sein. 


Gruppe 5: Streptomyces murinus nov. spec. 


Gruppe 5 umfaBt die Stéimme Ital 1130 und Ital 1131 (siehe MARTIN 
u. Pampus Gruppe III). Beide Stémme bilden Actinomycin X in guter 
Ausbeute. Sie lassen sich von den bisher beschriebenen Arten durch ihr 
Verhalten auf synthetischem Agar, durch die Luftmycelfarbe und durch 
die fehlende Stirkehydrolyse abgrenzen. Wir schlagen fiir diese neue Art 
den Namen Streptomyces murinus nov. spec. vor (murinus = rotlichgrau). 
Typenstamm ist /tal 1131. 


Mikroskopische Morphologie. Kleine monopodiale Baiumchen mit mehr 
geknauelten als spiralisierten Enden, meist 1—3 sehr enge Windungen (siehe 
Abb. 3). Die Baumchen sind zierlicher als bei den vorher- 
gehenden Gruppen 3 und 4. 

Habitus 

Synthetischer Agar. Wachstum: sehr schwach, 
effus, griinlichgelb. Luftmycel: nur an einzelnen Stellen, 
diinn staubfein, weiB. Lésl. Pigment: griinlichgelb. 

Mod. Czapeck-Thom- Briihe. Wachstum: schwach, 
diinne Mycelhaut auf der Oberflache und kleine, un- 
gefarbte Submersflocken. Luftmycel: mehlig, graurosa. 


Abb. 3: Stamm Ital 1131 Losl. Pigment: fehlt. 
auf Stirkeplatte 


Glycerin- Glykokoll- Agar. Wachstum: iippig, 
krustig, unterseits gelb bis braungelb. Luftmycel: iippig, 
samtig, graubraun bis graurosa, bei Ital 1130 mit wei®en Tupfen. Lésl. Pigment: 
goldgelb. 


Glucose-Briihe. Wachstum: schwach, nur Submersflocken. Lésl. Pigment: 
schwach gelblich. 


Glucose-Asparagin-Agar, Wachstum: diinn, pustelig bis effus, zum Teil 
braunviolett, meist gelb. Luftmycel: nur an einzelnen Stellen, mehlig, wei8 bis 
grauweiB, Losl. Pigment: gelb bis griinlichgelb. 

Glycerin-Na-Asparaginat-Agar. Wachstum: pustelig bis krustig, meist 
gelb, zum Teil nahezu schwarz. Luftmycel: mehlig, stellenweise samtig, graubraun, 
stellenweise weif bis grauweif. Lésl. Pigment: sattgelb. 
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Ca-Malat-Agar. Wachstum: sehr schwach, effus, ungefarbt. Luftmycel: nur 
stellenweise vorhanden, mehlig, weiB. Lésl. Pigment fehlt. 

Starkeplatte. Wachstum: diinn, krustig bis effus, schwach gelblich bis un- 
gefarbt. Luftmycel: mehlig, graubraun. Lésl. Pigment: fehlt. Starkehydrolyse: 
nach 10 Tagen keine Abbauzone vorhanden. 

Cellulose-Briihe. Wachstum: sehr schwach, einzelne Oberflachenkolonien. 
Luftmycel: mehlig, graubraun. Lésl. Pigment: schwach gelblich. 

Glucose-Agar. Wachstum: krustig, gelbbraun. Luftmycel: zum Teil mehlig 
bis samtig, an einzelnen Stellen fehlend oder staubfein, Jtal 1130 braungrau, 
Ttal 1131 gelb. Lésl. Pigment: goldgelb bis gelbbraun. 

Glucose-Pepton-Agar. Wachstum: dicke Kruste, goldgelb. Luftmycel: fehlt. 
Lésl. Pigment: goldgelb. 

Nahragar nach LinpenBery. Wachstum: schwach, pustelig, griinlichgelb. 
Luftmycel und lésl. Pigment fehlen. 

Nahragar nach Batpacct. Wachstum: iippig, krustig, gelb bis goldgelb. Luft- 
mycel: nur bei Ital 1130 an einzelnen Stellen vorhanden, staubfein, weiB. Lésl. 
Pigment: goldgelb. 

Kartoffel-Agar. Wachstum: dicke Kruste, goldgelb. Luftmycel: mehlig, 
weil bis grauweiB. Lisl. Pigment: goldgelb. 

Haferflocken-Agar. Wachstum: krustig bis pustelig, schwach gelbgrin. 
Luftmycel: nur an einzelnen Stellen, diinn, staubig, weiB bis graurosa. Lésl. Pigment: 
gelbgriin. 

Lackmus-Milch. Wachstum: kraftige Decke, goldgelb bis gelblich braun. 
Luftmycel: mehlig, cremefarben. 

Serumnahrboden. Wachstum: iippige Kruste, goldgelb. Luftmycel und lésl. 
Pigment fehlen. Keine Verfliissigung. 

Karottenscheiben. Wachstum: iippig, krustig bis runzlig, gelbbraun. Luft- 
mycel: mehlig, cremefarben. Lésl. Pigment: fehlt. 

Kartoffelscheiben. Wachstum: kraftig, runzlig, goldgelb. Luftmycel: meh- 
lig, gelb. 

Gelatinestichkulturen. Wachstum: kraftige Decke, unterseits goldgelb. 
Luftmycel: Ital 1130 mehlig, cremefarben bis grau, Ttal 1131 fehlend. Lésl. Pigment: 
gelb bis goldgelb. Verfliissigung: Ital 1130 nach 20 Tagen 0,3 em, bei Ital 1131 
fehlend. 

Plain-Nahrboden. Wachstum: ditnne Decke, gelb. Luftmycel: an den meisten 
Stellen fehlend, weif bis graurosa. Lésl. Pigment: gelb. Verfliissigung: [tal 1731 in 
20 Tagen 3 cm, Ital 1130 0 cm. 


Gruppe 6: Streptomyces chrysomallus Lindenbein 

Zu dieser Gruppe gehéren die Actinomycin C-Bildner 1a (S. chryso- 
mallus Typenstamm nach LINDENBEIN), 116, Schén 192, 327, 329, 3304, 
331, 334a, Wal 679, Erf 1415, Esch 1461 und Afro 2296. 

Die Stamme 116, 330 (330a ist nach Martrn eine Variante von 330) 
und 331 waren von LINDENBEIN (1952) und Prennic (1953) von der 
S. chrysomallus-Gruppe abgegrenzt worden. Insbesondere in der Sub- 
strat- und Luftmycelform, im Caseinabbau und in der Serumhydrolyse 
zeigten sie nach PFENNIG Abweichungen von S. chrysomallus. Durch die 
lange Kulturdauer scheinen jedoch diese Unterschiede verwischt zu sein. 


200 W. FRoMMER: 


Dies konnte auch KurzNner (personl. Mitteilung) bestiatigen. Wollte man 
die Trennung nach den von Prennia angegebenen Merkmalen durch- 
fiihren, so miiBte man z. B. jetzt Stamm 116 zur chrysomallus-Gruppe (er 
bildet diinnes, mehliges, weiBes Luftmycel) und Stamm Schén 192 auf 
Grund seiner Luftmycelform zur anderen Gruppe stellen. Ich habe daher 
auf eine Auftrennung dieser Gruppe verzichtet. Von den Actinomycin C- 
Bildnern fallt lediglich der Stamm DOA 1196 aus diesem Rahmen heraus. 

Ob allerdings, wie PrenNIG angibt, die von ihm zur chrysomallus Gruppe 
gestellten Stémme auch heute noch ein Actinomycin anderer Zusammen- 
setzung als die von ihm von dieser Gruppe abgegrenzten Staémme bilden 
(das Verhaltnis C, zu C, ist nach 
PFENNIG bei beiden Gruppen ver- 
schieden), miiBten weitere Unter- 
suchungen zeigen. Nach den beim 
Actinomycin X gemachten Er- 
fahrungen ist jedoch eine Veran- 
derung bzw. eine Verwischung 
der Unterschiede nicht ausge- 
schlossen. 

Diese Stimme zeigten fol- 
gendes Verhalten auf den diag- 
nostischen Nahrbéden: 


Mikroskopische Morphologie. 
Abb. 4: Meist sehr kurze, mehr oder weniger 
Sf. \ () go 1 ej tivkol: 1° . . 
Stamm Schén 192 auf Glycerin-Glykokoll-A gar stark verzweigte Hyphen. Wenig cha- 
rakteristische Verzweigungsform. Im 
Gegensatz zu LINDENBEINS Angaben teilweisebiischelig. Keine Spiralen (siehe Abb.4), 
Habitus 


Synthetischer Agar, Wachstum: kraftig, krustig, teilweise runzlig, unterseits 
gelb oder gelblichbraun. Luftmycel: mehlig (Schén 192, 327, 334a, Esch 1461 und 
330a), staubig bis mehlig (Ja, 329 und Wal 679) oder ganz fehlend (116), weiB; 
mehlig, griinlich (Hrf 1415 und Afro 2296) und samtig, cremefarben (331). Lésl. 
Pigment: gelb bis sattgelb oder gelblichbraun. 

Mod. Czapeck-Thom-Briihe. Wachstum: krustige, diinne, geschlossene Decke 
mit Randwachstum, unterseits hellgelb, daneben viele Submersflocken, gelblich. 


Luftmycel: mehlig bis staubfein, weiB bis cremefarben. Lésl. Pigment: hellgelb 
bis schwach gelblich. 


Glycerin-Glykokoll-Agar. Wachstum: kraftig, krustig bis runzlig, unter- 
seits gelb bis gelblich braun, Luftmycel: mehlig (1a, Schén 192, 327, 330a, 331, 
Esch 1461), staubig (116, 329, Wal 679, Erf 1415) oder fehlend (334a), weib; 
ee cremefarben (Afro 2296). Lésl. Pigment: sattgelb, hellgelb oder braunlich- 
gelb. 

Glucose-Briihe. Wachstum: meist kraftige, geschlossene Decke, unterseits 
goldgelb bis gelblich braun. Luftmycel: staubig bis mehlig, wei8 bis cremefarben. 
Lésl. Pigment: goldgelb (La, 327, 329, 331, Wal 679, Afro 2296) in rotlichgelb 
spiter in braun gelb iibergehend (Schén 192, 330a, 334a, Erf 1415, Esch 1461). 
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Glucose-Asparagin-Agar. Wachstum: schwach, krustig bis pustelig, un- 
gefarbt bis schwach gelblich. Luftmycel: fehlend (Ja, 116, 329), sonst staubig bis 
mehlig, weiB oder cremefarben (Schon 192, Afro 2296). Lésl. Pigment: fehlend oder 
schwach gelblich, zum Teil mit braunlichem Ton. 

Glycerin-Na-Asparaginat-Agar. Wachstum: schwach, pustelig, schwach 
gelblich bis gelb. Luftmycel: staubig, weiB, zum Teil (Afro 2296) cremefarben, 
zum Teil fehlend (1a, 116, 329, 330a, Wal 679). Losl. Pigment: fehlend (la, 327, 
330a, 334a, Wal 679), gelblich oder gelb (Schon 192, 329, 330a). 

Ca-Malat-Agar. Wachstum: diinn, krustig, unterseits farblos, gelblich oder 
gelblichbraun. Luftmycel: fehlend oder sehr diinn, staubfein, weiB (1a, 116, 327, 
329, 334a, Wal 679, Erf 1415, Esch 1461), staubig bis mehlig, weiB bis cremefarben 
( ee 192, 330a, 331, Afro 2296). Losl. Pigment: ungefarbt, gelblich bis braunlich- 
gelb. 

Starkeplatte. Wachstum: diinn, krustig, gelb, nur 334a ungefarbt. Luftmycel: 
mehlig bis staubig, an einzelnen Stellen oft sehr diinn, weif bis cremefarben. Lésl. 
Pigment: fehlend oder schwach gelblich. Starkehydrolyse: Abbauzone nach 10Tagen 
0,5—1,2 em, nach 20 Tagen 1,0—2,0 cm (nur 334a nach 20 Tagen schwacher). 

Cellulose-Briihe. Wachstum: meist sehr schwach, einzelne Flocken und ein- 
zelne Kolonien auf dem Papier, nur bei Schén 192 und 327 dazu noch wenige 
Kolonien auf der Oberflache. Nur bei diesen weiBes Luftmycel. Mycel und Kultur- 
lésung ungefarbt. Nur bei 334a Liésung gelblichbraun. 

Glucose-Agar. Wachstum: diinn, krustig bis runzlig, hellbraun bis braunlich 
gelb. Luftmycel: meist fehlend oder nur an einzelnen Stellen, staubfein; zum Teil 
mehlig, besonders bei Schén 192; weif bis cremefarben. Lésl. Pigment: hellbraun 
bis gelblich braun, bei 334a fehlend. 

Glucose-Pepton-Agar. Wachstum: diinne Kruste, hellbraun. Luftmycel: 
meist vollstindig fehlend, bei Schén 192, 330a, 331 und Esch 1461 staubig bis 
mehlig, wei bis cremefarben. Lésl. Pigment: fehlend oder schwach gelblichbraun. 


Nahragar nach Linpenserx. Wachstum: sehr schwach, punktférmig. Luft- 
mycel: fehlend, nur stellenweise staubfein. Lésl. Pigment: schwach gelblichbraun. 


Nahragar nach Baxpacct: Wachstum: krustig bis runzlig, gelbbraun bis gelb. 
Luftmycel: fehlend (1a, 116, 329, 334a, Wal 679), nur an einzelnen Stellen, staubig 
(327, Erf 1415) oder mehlig, cremefarben. Lésl. Pigment: gelb bis gelblichbraun. 

Kartoffel-Agar. Wachstum: sehr kraftig, krustig bis runzlig, schwach griin- 
lichgelb. Luftmycel: fehlend oder meist nur stellenweise, staubfein, wei bis 
cremefarben. Lésl. Pigment: hellbraun bis gelblich. 

Haferflocken-Agar. Wachstum: meist sehr schwach, pustelig, nur zum Teil 
diinne Kruste, ungefarbt bis gelblich. Luftmycel: fehlend (Ja, 116, 329, 334a, 
Wal 679, Erf 1415) oder staubig, weib. Lésl. Pigment: fehlend oder schwach 
griinlichgelb. 

Lackmus-Milch. Wachstum: krustig. Luftmycel: meist ganz fehlend, bei 
wenigen Stammen vereinzelte Biischel. Peptonisierung ohne Fallung (1a, Schon TN, 
327 und Esch 1461), sonst Fallung, dann Peptonisierung. Peptonisierung und Fallung 
verschieden schnell. 

Serumnahrboden. Wachstum: kraftig, krustig, sattgelb bis gelbbraun. 
Luftmycel: meist fehlend, nur bei Schén 192, 327 und Hsch 1461 an einzelnen 
Stellen, schwach, weif. Lésl. Pigment: hellbraun. Verfliissigung: nach 10 Tagen 
zum Teil schwache Verfliissigung, nach 20 Tagen bei allen Staémmen sehr weit 
fortgeschrittene Verfliissigung, bei Schén 192, 330a und 331 vollstandig ver- 
fliissigt (im Gegensatz zu PFENNIG, der bei einzelnen Staémmen, allerdings ohne 
Angabe der Beobachtungszeit, keine Verfliissigung angibt). 
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Karottenscheiben. Wachstum: kraftig, runzlig, schwach gelb, sattgelb oder 
griinlich gelb. Luftmycel: mehlig oder staubig, cremefarben bis gelb, bei 334a und 
Wal 679 fehlend. Lésl. Pigment: fehlt. 

Kartoffelscheiben. Wachstum: kraftig, runzlig, gelb, spater rétlichgelb. 
Luftmycel: fehlend (1a, 116, 334a, Wal 679), staubig (327, 329, 330a, Brf 1415) 
oder mehlig bis samtig, gelb. 

Gelatinestichkulturen. Wachstum: kraftige Decke, hellgelb, nur 334a fast 
ungefirbt; spiter Flocken und Randwachstum. Luftmycel: staubig bis mehlig, 
weiB. Lésl. Pigment: verfliissigter Teil des Réhrchens gelb, bei 1/6 sehr schwach 
gefarbt, bei 334 a Farbung fehlend. Verfliissigung: sehr schnell. 


Plain-Nahrboden. Wie Gelatinestichkulturen. 


Gruppe 7: Streptomyces chrysomallus var. fumigatus 


Von den iibrigen Actinomycin C-Bildnern ist der Stamm DOA 1196 ab- 
zutrennen. Insbesondere die fehlende Gelatine- und Serumverflissigung, 
die Luftmycelform und -farbe auf Glycerin-Glykokoll- und Glucose- 
Asparagin-Agar erfordern eine andere Eingruppierung. 

Der Stamm Brasil 1367 wurde auf Grund der fehlenden Serum- und 
Gelatineverfliissigung zu dieser Gruppe gestellt. Da der Stamm jedoch 
starke Degenerationserscheinungen zeigt [er bildet auf keinem der an- 
gegebenen Nahrboden Luftmycel (bei der Beschreibung nicht mehr an- 
gefiihrt)], ist eine einwandfreie Zuordnung dieses Stammes nicht méglich. 
In noch stirkerem Mae gilt dies fiir Stamm Brasil 1340, der auf den 
meisten Nahrbéden nicht anwuchs. 

Um eine befriedigende Artbeschreibung und Abgrenzung von Strepto- 
myces chrysomallus geben zu kénnen, ware jedoch eine Untersuchung 
tiber die Variabilitat der Serum- und Gelatineverfliissigung bei diesen 
Gruppen 6 und 7 notwendig, gibt doch Prennig (1953) auch bei einzelnen 
zu Gruppe 6 gestellten Staémmen fehlende Serumverfliissigung an. Wir 
stellen vorerst den Stamm DOA 1196 als Varietiit Streptomyces chryso- 
mallus var. fumigatus za Streptomyces chrysomallus Lindenbein (fumi- 
gatus = bréiunlichgrau). Eine andere Art als Streptomyces chrysomallus 
kommt nach den Beschreibungen [WAkKsMAN u. LECHEVALIER (1953) 
sowie BERGEY (1957)] nicht in Frage. 

Mikroskopische Morphologie. Wie bei Gruppe 6. 

Habitus 

Synthetischer Agar. Wachstum: krustig, kraftig, braun. (Brasil 1367 ein- 
zelne Kolonien, hellgelb.) Luftmycel: samtig bis wollig, graubraun mit weiBen 
Tupfen. Lésl, Pigment: hellbraun bis braun (Brasil 1367 schwach griinlich gelb). 

Mod. Czapek-Thom-Briihe. Wachstum: Oberflachenwachstum inselférmig, 
sehr kleine Kolonien, daneben Grundwachstum, kein freischwimmendes Submers- 
mycel. (Brasil 1367 nur wenige Submersflocken.) Luftmycel: staubig, weiB. Lésl. 
Pigment: hellgelb (Brasil 1367 fehlend). 

Gl yeerin-Gl ykokoll-Agar. Wachstum: krustig, gelbgriin (Brasil 1367 gold- 
gelb). Luftmycel: nur an einzelnen Stellen, samtig bis wollig, grau. Loésl. Pigment: 
goldgelb. 
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Glucose-Britihe. Wachstum: Oberfliche inselférmig mit krustigen, gelben bis 
rotbraunen Kolonien besetzt. Daneben wenige Submerskolonien. (Brasil 1367 kein 
Wachstum.) Luftmycel: fehlt. Losl. Pigment: braunlichgelb. 

Glucose-Asparagin-Agar. Wachstum: krustig bis pustelig, gelb bis gelb- 
grin (Brasil 1367 kein Wachstum). Luftmycel: mausgrau. Lésl. Pigment: gelbgriin. 

Glycerin-Na-Asparaginat-Agar. Wachstum: krustig, gelb bis rotbraun. 
Luftmycel: nur an einzelnen Stellen, mehlig, cremefarben. Lésl. Pigment: gelb 
bis griinlichgelb. 

Ca-Malat-Agar. Wachstum: sehr schwach, einzelne punktférmige Kolonien, 
ungefarbt. Luftmycel und lésl. Pigment fehlen. 

Stairkeplatte. Wachstum: pustelig, hellgelb bis sattgelb (Brasil 1367 sehr 
diinn, effus, schwach gelb). Luftmycel: nur auf einzelnen Kolonien, staubig bis 
mehlig, wei bis grauweiB. Losl. Pigment: fehlt. Starkehydrolyse: nach 20 Tagen 
0,5 em. (Brasil 1367 nach 10 Tagen 0,6 cm, nach 20 Tagen 1,7 cm.) 

Gellulose-Briihe. Wachstum: Oberflache mit einzelnen Kolonien bewachsen, 
sehr diinn. Papier dicht besetzt mit gréBeren, schleimigen Kolonien (Durchmesser 
etwa 3mm), braunlich. (Brasil 1367 sehr kleine Kolonien auf dem Papier und 
einzelne freischwimmende Flocken.) Luftmycel: sehr diinn, weil. Lésl. Pigment: fehlt. 

Glucose-Agar. Wachstum: krustig, gelbbraun. (Brasil 1367 einzelne Kolonien.) 
Luftmycel: fehlt. Lésl. Pigment: gelb bis braunlichgelb. 

Glucose-Pepton-Agar. Wachstum: krustig, sattgelb. Luftmycel: fehlt. Lésl. 
Pigment: sattgelb. 

Nahragar nach LinDENBELN. Wachstum: sehr schwach, einzelne punktformige 
Kolonien, hellgelb. (Brasil 1367 einzelne groBe Kolonien, runzlig, gelb.) Luftmycel 
und lésl. Pigment fehlen. 

Nahragar nach Baxpaccr. Wachstum: kraftig, runzlig, sattgelb. Luftmycel: 
fehlt. Lésl. Pigment: sattgelb. 

Kartoffel-Agar. Wachstum: kraftig, krustig, sattgelb. Luftmycel: nur stellen- 
weise, mehlig, cremefarben und grau. Lésl. Pigment: sattgelb. 

Haferflocken-Agar. Wachstum: sehrs chwach, punktformig, ungefarbt. Luft- 
mycel: einzelne Kolonien mit diinnem staubigen Luftmycel, weiB sonst fehlend. 
Lésl. Pigment: fehlt. 

Lackmus-Milch. Schwaches, krustiges Randwachstum. Luftmycel: fehlt. 
Fallung und Peptonisierung langsam. 

Serumnahrboden. Wachstum: kraftig, krustig bis runzlig, sattgelb. Luftmycel 
und losl. Pigment fehlen. Keine Verfliissigung. 

Karottenscheiben. Wachstum: krustig, olivgriin (Brasil 1367 kein Wachs- 
tum). Luftmycel und lésl. Pigment fehlen. 

Kartoffelscheiben. Wachstum: diinn, krustig, griinlichgelb bis braungelb. 
Luftmycel und lésl. Pigment fehlen. 

Gelatinestichkulturen. Wachstum: krustig, hellgelb, (Brasil 1367 kein 
Wachstum). Luftmycel: fehlt. Losl. Pigment: hellgelb. Keine Verflissigung. 


Plain-Nahrboden. Wie Gelatinestichkulturen. 


Gruppe 8: Streptomyces lanatus nov. spec. 
Vollkommen isoliert, insbesondere durch sein wolliges Luftmycel und 
durch die Braunfirbung des synthetischen Agars von den anderen 
Actinomycin-Bildnern verschieden, steht Stamm SV 1944. Er bildet 
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Actinomycin X in geringer Menge. Er zeigt gewisse Ahnlichkeit mit 
Streptomyces purpurochromogenes (Waksman u. Curtis) Waksman u. 
Henrici und Streptomyces phaeochromogenes (Conn) Waksman u. Henrici, 
unterscheidet sich jedoch von diesen Arten durch das Wachstum und 
die Mycelverfirbung auf synthetischem Agar, Kartoffel-Agar und Gela- 
tine. Ich bezeichne diesen Stamm als Streptomyces lanatus nov. spec. 
(lanatus = wollig). 

Mikroskopische Morphologie. Sehr lange, gerade oder gewellte Lufthyphen 
mit kurzen Seitenisten. Die Enden dieser Seitenaste sind mehr geknauelt als 
spiralisiert. Nach Beginn der Sporenbildung in den Seitenasten werden die Haupt- 
hyphen bis auf einige stark lichtbrechende Kérnchen optisch leer. 

Habitus 

Synthetischer Agar. Wachstum: kraftig, pustelig, dunkelrotbraun. Luft- 


mycel: wollig, mit einzelnen Léchern, wei bis cremefarben. Lésl. Pigment: dunkel- 
rotbraun. 

Mod. Czapek-Thom-Briihe. Wachstum: sehr kraftige Decke, unterseits rot- 
braun. Luftmycel: staubig bis mehlig, cremefarben bis wei. Lésl. Pigment: braun. 

Glycerin-Glykokoll-Agar. Wachstum: krustig, unterseits rostbraun. Luft- 
mycel: wollig, weiB, stellenweise graugriin. Lésl. Pigment: schwach gelbbraun oder 
fehlend. 

Glucose-Briihe. Wachstum: sehr viele Submersflocken, fast kein Oberflichen- 
mycel, hellbraun. Luftmycel: fehlt. Lésl. Pigment: hellbraun. 

Glucose-Asparagin-Agar. Wachstum: krustig, braunrosa. Luftmycel: 
samtig bis wollig, Farbe sehr variabel, rosa, graugriin und cremefarben. Lésl. 
Pigment: schwach braunlich. 

Glycerin-Na-Asparaginat-Agar. Wachstum: kraftig, rotbraun. Luftmycel: 
mehlig, stellenweise sehr diinn, graugriin. Lésl. Pigment: sehr schwach, rotbraun. 

Ca-Malat-Agar. Wachstum: diinne Kruste, nahezu farblos bis gelblich. Luft- 
mycel; diinn, spinnwebférmig bis mehlig, grau bis graugriin. Lésl. Pigment: fehlt. 

Starkeplatte. Wachstum: pustelig, cremefarben. Luftmycel: staubig bis 
mehlig, weiB. Lésl. Pigment: fehlt. Starkehydrolyse: nach 11 Tagen 0,6 cm breite 
Abbauzonen. 

Cellulose-Briithe. Kein Wachstum. 

Glucose-Agar. Wachstum: krustig bis pustelig, rostbraun. Luftmycel: mehlig, 
wei bis taubengrau. Lésl. Pigment: rotbraun. 

Glucose-Pepton-Agar. Wachstum: krustig, schleimig, braun. Luftmycel: 
fehlt. Lésl. Pigment: schwarzbraun. 


Nahragar nach Linpensern. Wachstum: diinn, krustig, schleimig. Luftmycel: 
fehlt. Lésl. Pigment: gelblich braun. 

Nahragar nach Batpaccr. Wachstum: pustelig, gelbbraun. Luftmycel: diinn, 
staubig bis mehlig, cremefarben. Lisl. Pigment: schwarzbraun. 

Kartoffel-Agar. Wachstum: sehr kraftig, krustig, dunkelrotbraun. Luft- 
mycel: wollig, wei, teilweise schwach rosa bis schwach griinlich. Lésl. Pigment: 
dunkelrotbraun. 

Haferflocken-Agar. Wachstum: diinn, effus, rdtlichbraun. Luftmycel: staubig 
bis mehlig, graugriin. Lésl. Pigment: rétlichbraun. 


Lackmus-Milch. Wachstum: kriftig, schwarzbraun. Luftmycel: mehlig, 
cremefarben. Erst Fallung, dann langsame Peptonisierung. 
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Serumnahrboden. Wachstum: kraftig, runzlig, cremefarben bis gelb. Luft- 
mycel und lésl. Pigment fehlen. Keine Verfliissigung. 

Karottenscheiben. Wachstum: kraftig, runzlig, rotbraun, stellenweise 
schwach olivgriin. Luftmycel: nur an einzelnen Stellen vorhanden, mehlig, creme- 
farben. Lésl. Pigment: fehlt. 


Kartoffelscheiben. Wachstum: runzlig, gelbbraun. Luftmycel: mehlig, weib. 
Lésl. Pigment: schwarz. 

Gelatinestichkulturen. Wachstum: krustig, gelb. Luftmycel: mehlig, gelb. 
Lésl. Pigment: braun bis rotbraun. Verfliissigung: nach 21 Tagen 1 cm. 

Plain-Nahrboden. Wachstum: kraftig, krustig, gelbbraun. Luftmycel: mehlig, 
gelb. Lésl. Pigment: hellrot bis braun. Verflissigung: nach 21 Tagen 1 cm. 


Uhbersicht 


Um die Ubersicht zu erleichtern, sind hier in Form eines Bestimmungs- 
schliissels die wichtigsten Merkmale der einzelnen Gruppen zusammen- 
gefaBt. 


I. Auf Peptonnahrbéden wird ein dunkelbraunes bis schwarzes Pigment gebildet 
(chromogene Gruppe). 
A. Luftmycel ohne Spiralen oder nur selten einzelne Spiralen. 
a) Luftmycel auf Glycerin-Glykokoll- und Glucose-Asparagin-Agar grau. 
Tyrosinase negativ. 
Streptomyces antibioticus (Waksman et Woodruff) 
Waksman et Henrici 
b) Luftmycel auf Glycerin-Glykokoll- und Glukose-Asparagin-Agar gelb. 
Tyrosinase positiv. 
Gruppe 2: wahrscheinlich 
Streptomyces michiganensis Corbaz et al. 


B. Luftmycel mit vielen Spiralen (Ausnahme Peptonnahrbéden). 
a) Auf synthetischem Agar wird ein gelbes oder gelbgriines Pigment gebildet. 
Luftmycel kraftig ausgebildet, mehlig, Farbe variabel. 
Streptomyces galbus nov. spec. 
b) Luftmycel auf synthetischem Agar wollig, losl. Pigment dunkelrotbraun. 
Streptomyces lanatus nov. spec. 


TI. Auf Peptonnahrbéden wird kein dunkelbraunes bis schwarzes Pigment gebildet. 
Lésl. Pigment gelb, teilweise hellbraun (achromogene Gruppe). 
A. Luftmycel ohne Spiralen. 
a) Starke Serum- und Gelatineverfliissigung. Luftmycel auf Glycerin-Glyko- 
koll- und Glucose-Asparagin-Agar weiB, gelblich oder griinlich. 
Streptomyces chrysomallus Lindenbein 
b) Keine Serum- und Gelatineverflissigung. Luftmycel auf Glycerin-Glyko- 
koll- und Glucose-Asparagin-Agar mausgrau. 
Streptomyces chrysomallus var. fumigatus 


B. Luftmycel mit vielen Spiralen. 

a) Luftmycel auf Glycerin-Glykokoll-Agar graurosa. Auf synthetischem 

Agar nahezu kein Wachstum. Luftmycel mehr geknauelt als spiralig. 
Streptomyces MUurinus nov. spec. 

b) Wachstum auf synthetischem Agar kraftig. Luftmycel mit gleichmaBigen 
Spiralen bis zu neun Windungen. Luftmycel auf Glycerin-Glykokoll-Agar 
cremefarben. 

Streptomyces galbus var. achromogenes. 
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Zusammenfassung 


Wie die Versuche an einer gréBeren Anzahl Actinomycin bildender 
Streptomyceten zeigten, ist die Fahigkeit zur Actinomycin-, insbesondere 
zur Actinomycin X-Bildung bei verschiedenen Streptomyceten-Arten 
weit verbreitet. Die hier untersuchten Streptomyceten lieBen sich auf 
Grund ihres morphologischen und physiologischen Verhaltens in ver- 
schiedene Gruppen einteilen. 

Thre Klassifizierung nach dem System von WaxksMAN und HENRICI 
fiihrte jedoch nur bei drei Gruppen, den Arten Streptomyces antibioticus 
(Waksman et Woodruff) Waksman et Henrici, Streptomyces chrysomallus 
Lindenbein und Streptomyces michiganensis Corbaz et al. zum Ziel. Zweck- 
maBig erscheint, als neue Arten aufzustellen: Streptomyces galbus nov. 
spec., Streptomyces murinus nov. spec. und Streptomyces lanatus nov. 
spec. Zwei Gruppen, bei denen die Abgrenzung nicht gesichert ist, 
werden vorlaufig zu den Arten Streptomyces chrysomallus als var. fumt- 
gatus und zu Streptomyces galbus als var. achromogenes gestellt. 


Herrn Prof. Dr. H. Brockmann méchte ich fiir seine Unterstiitzung danken. 
Besonderen Dank schulde ich Frau E. von Trorua fiir ihre Mitarbeit. 
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Uber das Amidspaltungsvermégen 
von Endomycopsis vernalis, 
Torulopsis utilis und Willia anomala 


Von 
HORST KATING 


(Eingegangen am 4. August 1958) 


Wahrend iiber den Stoffwechsel der Amide von Asparaginsdéure und 
Glutaminsadure, sowie iiber Arginin und Harnstoff zahlreiche Unter- 
suchungen vorliegen, ist iiber die Nutzung anderer Amidverbindungen 
durch Mikroorganismen wenig bekannt. Nach der allgemeinen Vorstellung 
wird der Stickstoff der Acylamide iiber eine Abspaltung von Ammoniak 
in den Stoffwechsel einbezogen. 

So bildete Aspergillus niger nach Surpata (1904) Ammoniak aus Harnstoff, 
Biuret, Acetamid, Oxamid, Asparagin und Hippurséure. In den Versuchen von 
Gorr u. WaGNeErR (1932) mit Torulopsis utilis und verschiedenen Industriehefen 
wurde Asparagin von allen Organismen, Harnstoff von keinem und Acetamid, 
Propionamid, Lactamid und Benzamid nur von Torulopsis utilis gespalten. Diese 
Befunde wurden in Ansatzen mit Pilzsuspensionen und Pilztrockenpulver ge- 
wonnen. TsupaA (1950) erhielt- mit Extrakten aus Penicillium notatum nur aus 
Harnstoff, Asparagin und Arginin Ammoniakbildung, nicht aber aus Biuret, Thio- 
harnstoff, Benzamid, Salicylamid und Kreatin. Wachstumsversuche von FEDOROV 
(1948) mit Azotobacter waren auf organischen Stickstoffsalzen (und in geringerem 
Ma8e auf einigen Aminosauren) erfolgreich, nicht aber auf Harnstoff und Acyl- 
amiden. 

Diese wenigen und verschiedenartigen Befunde lassen es wiinschens- 
wert erscheinen, unsere Kenntnisse iiber die Amidnutzung zu erweitern. 
Kiirzlich konnte gezeigt werden (STEINER u. KaTING 1957), daB bei Toru- 
lopsis utilis und Willia anomala eine Harnstoffassimilation ohne Urease- 
wirksamkeit stattfindet. Erwaéhnt seien in diesem Zusammenhang die 
Arbeiten von LeuTHarRDT (1938, 1940), ARCHIBALD (1945), sowie 
Bacu u. Smrrx (1956) iiber die Bildung von Harnstoff aus der Amid- 
gruppe des Glutamins; eine intermediare Freisetzung von Ammoniak 
wurde dabei nicht gefunden. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, zunachst einmal bei 
einigen Mikroorganismen mit einer gréBeren Zah] von Amidsubstraten 


das Wachstum und die Ammoniakabspaltung zu prifen. 
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I. Material und Methodik 


Die Untersuchungen wurden mit den Institutsstémmen der Wildhefen Hndomy- 
copsis vernalis Ludwig, Torulopsis utilis (Henneb.) Lodder und Willia anomala 
Hansen durchgefiihrt. Die Vorzucht der Pilze erfolgte auf Malzagar (Schragagar- 
Rohrchen). Hiervon wurde auf die Wéltje-Nahrlésung (JANKE u. ZIKES 1928) tiber- 


geimpft: 75 g Saccharose; 10 g Asparagin; 5 g KH,PO, nach Sorensen; 2,5 g MgSO, 


+ 7H,0; 1000 ml dest. Wasser. Die verschiedenen N-Quellen wurden in den 
Wachstumsversuchen in N-aquivalenter Menge, entsprechend 1°/, Asparagin ge- 
boten. Die Versuche wurden nach dem aus unserem Institut schon mehrfach be- 
schriebenen Oberflachenkulturverfahren durchgefiihrt (ausfiihrlich bei HEIDE 
1939; Maas-ForsTER 1955): in Petrischalen (@ 9 cm) wurden zu 35 g Quarzsand 
(Merck p.a.) 15 ml Nahrlésung gegeben, zwei Filtrierpapiere dariiber gelegt 
und darauf die Organismen geimpft. Hitzeempfindliche Substanzen wurden 
durch Filtration sterilisiert und der im Dampftopf keimfrei gemachten Grund- 
nahrloésung zugefiigt. 

Fiir die Enzymversuche wurden entweder frische Zellsuspensionen oder Trocken- 


pulverpraparate verwendet. Im ersten Falle wurde die Pilzdecke 4 Tage lang auf — 


Harnstoff-Nahrboden vorgezogen, geerntet, gewaschen und zentrifugiert, in Phos- 
phatpuffer px 7,0 zu einer dichten Zellsuspension aufgeschwemmt und mit Chloro- 
form abgetitet. Die frische, abgetétete Zellsuspension wurde mit der Substratlésung, 
die jeweils die Amidverbindung in 0,05 mol Endkonzentration in 10 ml Phosphat- 
puffer px 7,0 enthielt, inkubiert. Reaktionsdauer 12—14 Std bei etwa 20°C. — 
Zur Gewinnung des Trockenpulvers wurde das geerntete Pilzmaterial auf Ton- 
platten ausgestrichen, im heizbaren Vakuumexsiccator bei 35° getrocknet und fein 
zerrieben. Zu den oben beschriebenen Substratlésungen wurden 50 mg Trocken- 
pulver gegeben. 


Die Ammoniakbestimmungen wurden nach Abfiltrieren der Pilzmasse mit 2 ml 
der Substratlésung mittels der Destillationsapparatur nach PucHER, VICKERY und 
Lravenworts durchgefiihrt. Fiir die py-Messungen diente das py-Meter, 
Type E 196 8 der Fa. Metrohm AG., Herisau/Schweiz. 


Il. Versuchsergebnisse 


A. Wachstum auf Acylamiden, Ureiden 
und verwandten Verbindungen 


Tab.1 gibt Auskunft tiber das Wachstum der 3 Versuchsorganismen 
nach 5tagiger Kulturdauer auf verschiedenen N-Quellen. Eine ausfiihr- 
liche Besprechung dieser Ergebnisse erfolgt im Zusammenhang mit den 
Desamidierungsversuchen (Tab. 2 u. 3). Es sei nur eine kurze Auswertung 
vorangeschickt : 


Torulopsis wachst auf 16, Willia und Endomycopsis wachsen auf 9 der 
gebotenen 24 N-Quellen. Gute N-Quellen fiir alle 3 Organismen sind 
Harnstoff, Allantoin, Asparagin, sowie Arginin, Citrullin und Ornithin 
(siehe aber Willia bei den beiden letztgenannten). Auffallende Verschie- 
denheiten zeigen sich bei den drei Versuchsorganismen in der Nutzung 
der Acylamide: T'orulopsis wichst auf Formamid (Spur), Acetamid, 
Propionamid, Butyramid (Spur), Valeramid (Spur), Succinamid und 
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Lactamid. Willia nutzt eine geringere Zahl dieser Verbindungen (Acet- 
amid, Propionamid und Lactamid), wihrend Endomycopsis nur in Spuren 
auf Succinamid anwachst. Auf Biuret und Harnsdéure wachsen Hndo- 
mycopsis und Torulopsis, aber nicht Willia, wahrend auf Guanidinacetat 
nur Torulopsis (-++-+!) wachst. Interessanterweise scheint aber die 


Tabelle 1. Wachstum von Endomycopsis vernalis, Torulopsis utilis und Willia ano- 
mala auf Wéltje-Nahrlisung mit verschiedenen Amidverbindungen als jewerls alleinage 
N-Quelle. Kulturdauer 5 Tage 


Endomycopsis Torulopsis Willia 


Anfangs- 


Nr. N- Quelle 
: Pe Wachstum a Wachstum aa Wachstum og 
1 | Asparagin. .| 5,4 ++4++ 67,0 | ++4++4 7 5,8 | +4+4+4+ | 5,6 
2 | Arginin- 
hydrochlorid| 5,5 ++ 7,0 +4+++ 5,7 +8 6,3 
3 | L(+) Citrullin dso +4+4++4+ 7,8 +4+++4+ 4,0 = 4,6 
4 | L(+)Ornithin- 
dihydro- 
chlorid! . 5,4 +4+4(4+)| 3,4 ++4+4+ 3,4 +(+) 3,4 
5 | Formamid 5,4 — 5,4 Spur 5,0 — 5,4 
6 | Acetamid . 5,4 — 5,4 +++ 4,8 +4 5,0 
7 | Propionamid 5,0 — 5,0 +++5 5,8 ++5 5,4 
8 | Butyramid 4,6 —_ 4,6 Spur® 4,6 — 4,4 
9 | Valeramid. 4,6 — 4,6 Spur 5,5 — 5,2 
10 | Succinamid .| 5,3 Spur 5,3 ++ 4,9 — 5,2 
11 | Succinimid . 5,4 _— 5,4 — 5,4 — 5,4 
12 | Lactamid . .| 5,0 — 5,0 ++ 3,8 ++ 4,1 
13 | Acetessig- 
siureamid . 5,1 _— loyal — 5,0 — 5,1 
14 | Oxamid 5,2 — 5,2 — 5,3 — 5,2 
15 | Benzamid 5,0 — 5,0 _ 5,0 — 5,0 
16 | Nicotinamid.| 5,6 _ 5,6 5,6 — 5,6 
17 | Harnstoff . 5,2 ++4++ 7,0 ++++ | 5,8 ++4++ | 5,8 
18 | Thioharnstoff] 5,0 — 5,0 — 5,0 — 5,0 
19 | Biuret 5,0 Spur 5,0 + 4,0 — 5,0 
20 | Harnsaure? . 5,0 ++ 5,4 + 4,1 — 4,8 
21 | Allantoin . 5,2 t++++ 7,3 +4+++ 5,8 ++++ 5,6 
22 | Guanin? 5,6 — 5,6 5,4 — 5,6 
23 | Guanidin- 
acetat . 6,1 — 6,1 +++ 4,8 — 5,9 
24 | Guanidino- 
essigsaure 5,6 — 5,6 — 5,6 — 5,6 


1 Ornithin wurde wegen seines engen Zusammenhangs mit dem Argininabbau 
iiber den Krebs-Henseleit-Cyclus einbezogen. — 2 Wenig loslich in Wasser. — 
3 Nach 7 Tagen Kulturdauer: + +++. — 4 Nach 7 Tagen Kulturdauer: +++. — 
5 Torulopsis und Willia zeigten erst ab 82 Std Kulturdauer beginnendes Wachstum 
um dann innerhalb von 24 Std sehr schnell zu wachsen; also langere lag-Phase. — 
6 Nach 8 Tagen Kulturdauer: +. 
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Glykocyaminase!, das Ferment fiir die Spaltung der Guanidinoessigsaure 
(= Glykocyamin), in keinem der drei Versuchsorganismen vorhanden zu 
sein. 


B. Versuche tiber die Ammoniakabspaltung 
mit Trockenpulverpraparaten und Zellsuspensionen 


STEINER u. Katine (1957) konnten zeigen, daB Torulopsis utilis und 
Willia anomala Harnstoff, Arginin und Allantoin ohne intermediare NH,- 
Bildung assimilieren. Es erschien daher wiinschenswert zu untersuchen, 
welche der in Tab.1 auf ihre Eignung als N-Quelle gepriiften Verbin- 
dungen unter NH,-Abspaltung verarbeitet werden. 

Tab.2 bringt die Ergebnisse von Ammoniakanalysen nach der Ein- 
wirkung von Trockenpulverpraparaten auf die in Rede stehenden Sub- 
stanzen. 50 mg Trockenpulver wurden mit einer 0,05 molaren Lésung des 
Substrates in Phosphatpuffer py 7,0 inkubiert. Dieser pq-Wert wurde 
gewahlt, weil nach den bisherigen Befunden (sicehe HOFFMANN-OSTENHOF 
1954) das Wirkungsoptimum aller Amidasen um den Neutralpunkt, bzw. 
im schwach alkalischen Bereich liegt. Ansitze ohne Trockenpulver 
ergaben den Ammoniak-Blindwert, der von den Analysenwerten ab- 
gezogen wurde. In gleicher Weise wurde das praformierte Ammoniak aus 
den substratfreien Ansitzen des Trockenpulvers in Puffer pq 7,0 ab- 
gezogen. 


Ein Vergleich der Ergebnisse von Tab.2 u. 1 ergibt in grober Uber- 
sicht — abgesehen von den Substraten, auf denen weder ein Wachstum 
noch eine Ammoniakfreisetzung festgestellt werden konnte — folgende 
Gruppeneinteilung : 

1. Das Wachstum der Versuchsorganismen ist mit einer Amidspaltung 
aus dem Substrat gekoppelt (bei Endomycopsis: Asparagin, Arginin, 
Citrullin, Suecinamid, Harnstoff, Biuret, Allantoin; bei Torulopsis: 
Asparagin, Formamid, Acetamid, Propionamid, Butyramid, Valeramid, 
Succinamid, Lactamid; bei Willia: Asparagin, Ornithin, Acetamid, 
Propionamid, Lactamid). 

2. Das Wachstum ist nicht mit einer Ammoniakfreisetzung aus der 
N-Quelle verbunden (bei Hndomycopsis: Harnsiure; bei Torulopsis: 
Arginin, Citrullin, Ornithin, Harnstoff, Biuret, Harnsaiure, Allantoin, 
Guanidinacetat; bei Willia: Arginin, Citrullin, Harnstoff, Allantoin). 

3. Es findet eine Ammoniakfreisetzung durch die Trockenpulver- 
praparate aus einigen Substraten statt, ohne da auf diesen ein Wachs- 
tum der Organismen méglich ist: bei T'orulopsis Nicotinamid, Benzamid; 
bei Hndomycopsis Nicotinamid, Valeramid; bei Willia Nicotinamid. 


1 Terminologie der Fermente nach Horrmann-OsTENHOF (1954) 


Uber das Amidspaltungsvermégen von Endomycopsis vernalis 211 


Es miiBte natiirlich fiir jeden Einzelfall gepriift werden, inwieweit die 
Ergebnisse in Tab.2 auch den in vivo stattfindenden Reaktionen ent- 
sprechen. 


Tabelle 2. Ammoniakfreisetzung durch Trockenpulverpraparate von Endomycopsis 
vernalis, Torulopsis utilis und Willia anomala in 10 ml Phosphatpuffer py 7,0 mat 
0,05 mol Substrat 


Torulopsis Willia 

Substrat 
NH,-N* | End- NH,-N* | End- 
(10-*mg)| pa |(10-*mg)} px 
Ohne Substr. — — 210 6,91 110 6,76 195 7,45 
1 | Asparagin . 0 7,38 825 6,82 | 1670 6,65 | 2020 23) 
2 | Arginin 0 6,96 | 2470 6,96 0 6,50 0 6,80 
3 | Citrullin 0) 6,90 | Spur 6,60 0 6,82 0 7,00 
4 | Ornithin 0 6,85 0 6,45 0 6,78 | Spur | 7,05 
5 | Formamid 48 7,50 0 6,95 85 6,77 0 7,40 
6 | Acetamid . . 0 7,42 0 6,90 290 6,74 276 7,35 
7 | Propionamid 57 7,40 0 6,93 | 1060 6,71 280 7,35 
8 | Butyramid 0 6,80. ) 6,80 315 6,78 0 6,82 
9 | Valeramid. 0 6,85 110 6,80 240 6,83 0 6,80 
10 | Succinamid . 0 7,10 65 6,89 235 6,79 0 6,93 
11 | Succinimid . 0 7,14 0 6,90 0 6,78 0 6,85 
12 | Lactamid. . 55 7,40 0 6,93 | 1025 6,69 40 7,35 

13 | Acetessig- 
sdureamid . 0 7,15 0 6,93 0 6,76 0 6,98 
14 | Oxamid 200 iglo 0 6,87 0 6,77 0 6,95 
15 | Benzamid 0 7,40 0 6,94 90 6,74 0 7,28 
16 | Nicotinamid 0 7,40 | Spur 6,93 675 6,75 500 7,30 
17 | Harnstoff . 0 7,05 | 9550 7,30 0 6,82 0 6,75 
18 | Thioharnstoff 0 7,18 0 6,88 0 6,83 0 7,00 
19 | Biuret 0 7,05 630 TAS 0 6,93 0 7,05 
20 | Harnséure 0) 6,96 0 6,82 0 6,85 0 7,15 
21 | Allantoin . .| 120 6,96 475 7,20 0 7,10 0 7,10 
22 | Guanin . 0 6,80 0 6,70 0 6,96 0 7,03 

23 | Guanidin- 
acetat . . . 0 6,75 0 6,70 0 6,75 0) 7,00 

24 | Guanidino- 

essigsaure . 0 6,80 0 6,80 0 6,73 0 6,95 


* Netto-Werte, nach Abzug der Blindwerte 


Beim Biuret scheinen die Verhaltnisse ganz ahnlich wie beim Harnstoff 
(vgl. Srerner u. Katine 1957) zu liegen: sowohl Endomycopsis als auch 
Torulopsis wachsen auf diesem Substrat. Aber nur durch Endomycopsis- 
Trockenpulver wird aus Biuret Ammoniak freigesetzt. Daraus ergibt sich 
nebenbei ein interessanter Hinweis auf das Problem der Substratspezifitat 
der Urease (vgl. u. a. SHrpata 1904, Tsupa 1950 sowie FEIGL u. GENTIL 
1953). Er liegt in der bemerkenswerten Parallele, da& Hndomycopsis eine 
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Urease besitzt und auch Biuret spaltet, wahrend Torulopsis Harnstoff 
und Biuret ohne NH,-Freisetzung nutzt. 

Ehe die Ergebnisse von Tab.1 u. 2 zusammenfassend besprochen 
werden, sei in Tab.3 iiber Versuche mit frischen, durch Chloroform ab- 


getoteten Zellsuspensionen berichtet, mit denen alle diejenigen Substanzen 


iiberpriift wurden, bei denen nach den bisherigen Erfahrungen entweder 
ein Wachstum ohne Ammoniakspaltung oder eine Ammoniakspaltung, 
aber kein Wachstum gefunden wurde. 


Tabelle 3. Ammoniakabspaltung durch abgetétete Zellsuspensionen von Endomycopsis, 


Torulopsis und Willia 


0,05 molare Losung des Substrats in Phosphatpuffer py 7,0. Blindwerte und 
praformiertes NH,-N von den Analysenwerten abgezogen 


Endomycopsis 
Substrat NH,-N End- 
10-8 mg Pu 
SaLeciorul lin, Gaesusee se eee 84 6,75 0 6,82 0 7,03 
4. \sOrnithin: jose. eee 105 6,95 0 6,80 Spur 7,00 
Si) sBbotyramid. ape.) - soe 0 6,95 300 6,90 0 6,90 
O°) Valeramid) gone. Fee. 110 6,85 310 6,88 0 6,90 
10.) «Succinamid ams.) eee — -— — —- 0 6,88 
tS | AS UCCINIMIG sect ce oe — _ — _- 0 6,80 
154] sbenzamid) ards. ure _- _ 80 6,80 oo — 
16H eNicohinamidSe.5 «0. ae 160 6,88 | 5900 6,98 | 3050 7,23 
19.4) eBiuretPepes. agerwrae. Weate 545 7,00 48 6,93 — — 
20)) “Harnséure, ates) po 0 7,05 0 6,85 
23 | Guanidinacetat ... . — — 0 6,68 — — 


Die Ergebnisse von Tab.3 bestatigen bis auf geringfiigige Unterschiede 
diejenigen, welche mit den Trockenpulverpraparaten (Tab.2) erhalten 
wurden: Citrullin und Ornithin werden nur durch Hndomycopsis 
schwach desaminiert (Nr.3 u. 4), das Ornithin spurenweise auch durch 
Willa. Fir Butyramid und Valeramid (Nr.8 u. 9) sind die Ergebnisse 
eine Bestatigung der Versuche mit dem Trockenpulver (Tab. 2). 

Benzamid (15) wird sowohl durch frische Zellsuspensionen als auch durch 
Trockenpulver von Torulopsis desamidiert, wie es fiir den gleichen Or- 


ganismus schon GoRR u. WAGNER (1933) angegeben haben. — Willia 
ist im Gegensatz zu Endomycopsis und Torulopsis (siehe Tab.2) nicht 
imstande, Succinamid (noch auch Succinimid) zu spalten. — Auch fiir 


Biuret, welches sowohl fiir Hndomycopsis als auch fiir Torulopsis als N- 
Quelle verwertbar ist, bestatigt Tab.3 die Ergebnisse von Tab. 2, wennman 
von der sehr geringfiigigen NH -Abspaltung (48 - 10-3 mg) im Ansatz mit 
frischen Zellsuspensionen von Endomycopsis absieht. — Vollige Uberein- 
stimmung ergeben die Befunde von Tab.2 und Tab.3 fiir Guanidinacetat 


— 
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(Torulopsis) und Harnsaiure (Endomycopsis und Torulopsis). — Kine 
gewisse Uberraschung ergaben die Versuche mit Nicotinamid. Laut Tab. 1 
ist dieses als N- Quelle fiir keinen der drei Versuchsorganismen brauchbar. 
In Trockenpulveransatzen (Tab.2) wird diese Verbindung im Falle von 
Endomycopsis in Spuren, im Falle von Torulopsis und Willia sehr kraftig 
desamidiert. Durch frische Zellsuspensionen der beiden letztgenannten 
Organismen wurden aus Nicotinamid sehr erhebliche Mengen NH, (5,9 
bzw. 3,05 mg) abgespalten, wihrend die Desamidierung durch Endomy- 
copsis-Zellen deutlich, aber wesentlich schwicher (0,16 mg NH,) erfolgt. 


Ill. Diskussion der Versuchsergebnisse 


Die vorliegenden Versuche fiihren die Arbeiten von Surpata (1904), 
Gorr u. WAGNER (1932), sowie Tsupa (1950) iber die Amidverwertung 
bei Mikroorganismen weiter. Fir die folgenden Erérterungen scheint es 
zweckmaBig, die in Tab. 1—3 dargestellten Ergebnisse in einer Ubersicht 
zusammenzustellen: Tab.4. Dabei ergibt sich aus dem Wachstumstest 
(Wachstum — kein Wachstum) und den Versuchen iiber Ammoniak- 
abspaltung (NH,-Abspaltung — keine NH,-Abspaltung) eine Einteilung 
in 4 Gruppen. 


Gruppe I umfaBt alle Substanzen, die sich als N-Quellen fiir das 
Wachstum als unbrauchbar erwiesen und aus denen in Enzymversuchen 
kein Ammoniak abgespalten wurde. Eine Besprechung im einzelnen er- 
ibrigt sich. Das gilt insbesondere fiir diejenigen Verbindungen (Suc- 
cinimid, Acetessigsiureamid, Oxamid, Thioharnstoff, Guanin, Guanidino- 
essigsiure), bei denen die Ergebnisse hinsichtlich Wachstum und NH,- 
Abspaltung bei allen drei Versuchsorganismen negativ waren. 


Gruppe II umfaBt diejenigen Substrate, deren Nutzung tiber eine 
primaire NH,-Abspaltung erfolgt, also auf dem Wege, der den in der 
Literatur zumeist vertretenen Vorstellungen entspricht (siehe STEINER 
u. Katine 1957). Endomycopsis nutzt auf diese Weise alle N- Quellen mit 
Ausnahme der Harnsaure, Torulopsis (und Willia) hingegen nur die Acyl- 
amide der niederen Fettsauren, das Succinamid und das Asparagin. 
Endomycopsis vermag diese Substrate, mit Ausnahme des Succinamids 
(Wachstum in Spuren) und des Asparagins tiberhaupt nicht als N- Quelle 
zu verwerten. 

Ob die geringe NH,-Bildung aus Citrullin durch Endomycopsis auf das Vor- 
handensein eines Arginin-dihydrolase-Systems im Sinne von Scumipt, LoGaN u. 
TyTELL (1952) zuriickzufiihren ist, ware noch zu priifen. 

Man kann demnach Endomycopsis nach der Art seines Angriffs auf 
die Amidverbindungen als ,Ammoniaktyp* bezeichnen. Allerdings 


pildet die Harnsaure eine Ausnahme von dieser — vorlaufigen — Regel. 
15* 
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Tabelle 4 (Fortsetzung) 
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Willia anomala 


Auf Harnsaure zeigt Hndo- 
mycopsis ein besseres Wachs- 
tum (+--+) als T'orwlopsis (+). 
Weder frische Zellen noch 
Trockenpulverpraparate _ bei- 
der Organismen (Tab. 2 u. 3) 
spalten aber aus dieser Ver- 
bindung Ammoniak ab. Das 
ist insbesondere bei Hndo- 
mycopsis iiberraschend. Der 
allgemeine Abbauweg der 
Harnsaure geht namlich durch 
Vermittlung der Uricase zu 
Allantoin und weiter durch 
die Allantoinase, Allantoicase 
und Urease zu Allantoinsaure, 
Harnstoff und Ammoniak. 
Nach unseren hier mitgeteilten 
Untersuchungen (vgl. Tab. 2) 
und friiheren Befunden (STEI- 
NER u. Katine 1957) scheint 
bei Endomycopsis der Abbau 
des Allantoins bis zur Ammo- 
niakstufe zu erfolgen. 

Es miiRte deshalb bei Hndo- 
mycopsis und Torulopsis gepriift 
werden, ob hier nicht der gleiche 
Fall vorliegt, wie ihn FRANKE u. 
Mitarb. (1952a,b) bei Alternaria 
tenuis gefunden haben. Sie konnten 
die Uricase in Aspergillus fumigatus 
und anderen Schimmelpilzarten 
nachweisen; in Alternaria tenwis 
jedoch soll ein Ferment vorkom- 
men, das zwar Harnsiure oxydativ 
angreift, aber anscheinend auf eine 
andere Weise (,,Uricase II‘ im 
Gegensatz zur ,, Uricase I“) als iber 
Allantoin usw. 

Nach der Zusammenstellung 
der Amidsubstrate in Gruppe 
III, die wahrscheinlich ohne 
NH,-Freisetzung genutzt wer- 
den, kann man Torulopsis utilis 
im Gegensatz zu Endomycopsis 
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vernalis als ,,Amidtyp“ bezeichnen. AuBer den einfachen Acylamiden — 
scheint Torulopsis auch die anderen Verbindungen mit Amidgruppen ohne ~ 
Ammoniakabspaltung auf einem noch unbekannten Wege zu assimilieren. — 
Es handelt sich dabei auBer Ornithin durchweg um Verbindungen, die zu — 
den Guanidinen und Ureiden im weiteren Sinne zaihlen. Da diese Substan- — 
zen durch Endomycopsis (Ausnahme : Harnsaure) stets desamidiert werden, 


bei Torulopsis dagegen eine Nutzung als N- Quelle ohne NH,-Abspaltung 
vorliegt, scheint es berechtigt zu sein, diese beiden Organismen im Hin- 


blick auf die Amidnutzung als gegensatzliche Typen aufzufassen. Unsere — 


friiheren Befunde iiber die Verarbeitung des Harnstoffs (STEINER u. 


Katine 1957) fiigen sich damit in einen weiteren und allgemeineren ~ 


Rahmen ein. — Willia anomala gleicht in ihrem Verhalten im groBen 
und ganzen TJorulopsis. Nur kénnen weniger Verbindungen von ihr 
als N- Quelle genutzt werden. 

Ein kurzes Eingehen verdient auch Gruppe IV, in welcher diejenigen 
Substanzen zusammengestellt wurden, die zwar nicht als N- Quelle dienen 
k6énnen, im Enzymversuch aber deutlich desamidiert wurden. 

Hier ergibt sich das Problem der unspezifischen Amidasen (vgl. Horr- 
MANN-OSTENHOF, 8. 267), die bisher nur in Mikroorganismen vorgefunden 
wurden. Es handelt sich um eine noch recht wenig untersuchte Ferment- 
gruppe, bei der man noch nicht wei8, ob die Spaltung der verschiedenen 
Fettsiureamide, sowie des Benzamids und anderer Substrate durch einen 
einzigen Fermenttypus oder durch mehrere katalysiert wird. — Unter 
diesem Gesichtspunkt miiBte die Desamidierung von Valeramid und 
Benzamid untersucht werden. Auch die eventuelle Giftigkeit der Spalt- 
produkte oder die Méglichkeit, daB die Substrate nicht in die lebende 
Zelle eindringen, miiBten beriicksichtigt werden. 

In den Ansatzen mit Nicotinamid werden groBe Mengen von Ammoniak 
durch die Trockenpulverpraparate und die abgetéteten Zellsuspensionen 
von Torulopsis und Willia freigesetzt (Tab.2 u. 3, Nr.16). Eine Amidase, 
die Nicotinamid in Nicotinsiiure und Ammoniak spaltet, wurde von 
Hueues u. WILLIAMSON (1953) in verschiedenen Lactobacillus-Arten ge- 
funden, jedoch nicht in zahlreichen anderen Bakterienarten. — Nicotin- 


amid ist bekanntlich ein von vielen Mikroorganismen bendtigter Wuchs- 


stoff. Er wird zur Synthese der Pyridinnucleotide (DPN und TPN) be- 
notigt, die unter anderem auch als Cofermente der Desaminierung von 
Aminosaiuren wirksam sind. Es ware also unter Umstinden in Betracht 
zu ziehen, daf} das in den Versuchen mit Nicotinamid (Tab.2u.3, Nr. 16) 
freigesetzte Ammoniak gar nicht aus diesen stammt, sondern auf eine 
durch das Nicotinamid aktivierte Desaminierung von Aminosiuren zu- 
rickzufiihren ist. Eine soleche Annahme ist indes sehr unwahrscheinlich. 
Kine derartige Aktivierung der Desaminicrungsvorgiinge hatte sich dann 
auch in den Analysen mit Hndomycopsis zeigen miissen. Hier steht 


rene 
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aber die freigemachte NH,-N-Menge (160-10-?mg) in keinem Ver- 
haltnis zu der bei Torulopsis und Willia (5900 bzw. 3050 - 10-% mg) 
gefundenen. AuBerdem laBt sich Nicotinsdure als Spaltprodukt des 
Nicotinamids papierchromatographisch nachweisen. Auf das Auftreten 
groBer Mengen von Nicotinsiure mag es auch zurickzufihren sein, 
da8 Nicotinamid als alleinige N-Quelle kein Wachstum ermdglicht. 
Untersuchungen zur Aufklarung dieser Probleme sind in unserem 
Laboratorium im Gange. 


V. Zusammenfassung 


1. 24 verschiedene Substanzen aus den Gruppen der Acylamide, Ureide 
und aus verwandten Verbindungen wurden auf ihre Eignung als 
N- Quelle fiir das Wachstum von Endomycopsis vernalis, Torulopsis utilis 
und Willia anomala gepriift. Alle drei Versuchsorganismen wuchsen (ver- 
schieden gut) auf Asparagin, Arginin, Citrullin, Ornithin, Harnstoff, 
Allantoin; Endomycopsis und Torulopsis auBerdem auf Succinamid, 
Harnsaure und Biuret; Torulopsis und Willia auf Acetamid, Propion- 
amid, Lactamid und Butyramid; Torulopsis allein auBerdem auf Form- 
amid, Valeramid und Guanidinacetat. 


2. Die Ammoniakspaltung aus diesen Verbindungen wurde mit Trocken- 
pulverpraparaten und in einigen Fallen mit abgetoteten Zellsuspensionen 
der Pilze gepriift. Bei folgenden Substraten wurde keine Ammoniak- 
abspaltung festgestellt, obwohl sie von den Versuchsorganismen als 
N- Quelle genutzt wurden: bei Endomycopsis Harnsaure; bei Torulopsis 
Arginin, Citrullin, Ornithin, Harnstoff, Biuret, Harnsaure, Allantoin, 
Guanidinacetat; bei Willia Arginin, Citrullin, Harnstoff, Allantoin. Fir 
die Assimilation dieser Verbindungen ist ein nicht tiber Ammoniak fih- 
render Weg anzunehmen. 


3. In einigen Fallen wurde aus Substraten, welche nicht als alleinige 
N- Quelle dienen kénnen, im Enzymversuch mit frischen Zellsuspensionen 
und mit Trockenpulvern eine Ammoniakabspaltung beobachtet: bei 
Endomycopsis aus Valeramid und Nicotinamid, bei Torulopsis aus Benz- 
amid und Nicotinamid, bei Willia aus Nicotinamid. 


Herrn Prof, Dr. M. Srerver danke ich fiir wertvolle Ratschlage und verstandnis- 
volle Unterstiitzung bei dieser Arbeit, der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir 
Sachbeihilfen, Fraulein B. WEHNER fiir ihre Mitarbeit bei der Durchfiihrung der 
Versuche. 
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duktionsgréBe erwiinscht. 
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